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the  current  distribution.  Compounding  this,  species  that  are  particularly  challenging  to 
identify result in them often being collated as complexes rather than species. Within the Culex 






swarming  male  targeting  strategies  that  show  potential.  Therefore,  knowledge  of  these 
behaviours  might  lead  to  novel  approaches  for  control  interventions  or  improve  the 
effectiveness of those in development. 
In this thesis, current mosquito distribution data were investigated and fieldwork conducted 
to  add  to  new  species  presence  data  for  North  Staffordshire  and  environs.  A  recently 
published wing morphometric technique for the discrimination of Culex pipiens s.s. and Culex 
torrentium  was  tested  for  suitability  for  locally  collected  specimens,  and  subsequently 
optimised  and  semi‐automated  using  a  new  coded  workflow.  Behavioural  assays  were 
conducted to assay behaviour of male Culex pipiens s.s. and Culex torrentium to olfactory cues 
associated with sugar feeding from flowers of various species of Apiaceae. Subsequently, a 
synthetic  chemical  lure,  derived  from  the  odours  of  these  flowers,  was  tested  in  the 
laboratory and the field. 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































(MOBVs)  in  particular.  One  striking  example  of  this  would  be  the  emergence  and  rapid 
expansion of West Nile virus (WNV) in North America from an initial outbreak in New York in 
1999 to a persistent continent‐wide cause of morbidity and mortality, affecting 46 US states 
by  January  2017  (CDC  2017).  As  all  mosquito‐borne  disease  incidence  is  a  result  of  the 
interaction between the mosquito vector, the pathogen and the blood meal host (Dennison 










are  considered  as  permanent  autochthonous  residents  comprising  of  six  species  of 
Anophelinae,  all  are genus Anopheles  and  twenty‐eight  species of Culicinae  comprising of 
seven  genera:  three  Aedes  species,  one  Coquillettidia  species,  four  Culex  species,  seven 













Urbanisation  has  been  particularly  important  for  mosquitoes  (Vinogradova  2003);  with 






the  use  of  artificial  water  containers  for  the  collection  and  storage  of  rainwater,  which 




features  (Derraik  2005).  Similarly,  evidence  suggests  that  climate  change  is  increasing  the 
length of the breeding season and therefore increasing mosquito abundance, and reducing 
duration  and  severity  of  winters  increasing  the  overwintering  survival  rates  of  important 
species such as Culex pipiens s.l., Coquillettidia richiardii and Ochlerotatus punctor (Snow and 
Medlock 2006; Bale and Hayward 2010; Townroe and Callaghan 2014; Medlock and Leach 

















of  autochthonous mosquito‐borne  transmission  in  humans  in  the  UK  (Medlock  and  Vaux 
2016). Of  the 34 species recorded  in  the British  Isles most will bite humans and at  least a 
dozen  are  associated with  doing  so  at  such  a  level  as  to  cause  a  nuisance  (Medlock  and 
Hansford 2012).  
British  mosquitoes  from  the  Culex  pipiens  complex:  Culex  pipiens  s.s.,  Culex  pipiens  var. 
molestus and Culex torrentium are potentially important as vectors of various diseases within 
wildlife reservoirs and as bridge vectors to humans (Fonseca et al. 2004; Hamer et al. 2008), 
this  complex of  species and  subspecies  is  generally  referred  to as Culex pipiens s.l.  in  this 
thesis.  Certain Culex  species,  particularly Culex modestus  and Culex  pipiens  var. molestus, 




Belgium  (Versteirt  et  al.  2013)  where  species’  associations  with  habitat  types  could  be 
distinguished. Outside of the UK, Culex pipiens s.l. have been identified as confirmed or most 
likely  vectors  of West  Nile  Virus  (WNV)  in  a  number  of  outbreaks  affecting  humans  and 
livestock. In 1996, an outbreak of WNV in south‐eastern Romania caused 17 human deaths; 
in  this  outbreak  393  patients  were  identified  (Tsai  et  al.  1998).  An  outbreak  of  equine 














(Golding  et  al.  2012). Culex modestus  was  identified  as  a  principal  vector  of WNV  in  the 
Camargue in France (Balenghien et al. 2008). Magurano et al. (2012) reported an outbreak of 
WNV on  the  island of  Sardinia,  Italy,  in  2011  that  led  to  four  human deaths;  again, Culex 
pipiens s.l. mosquitoes were considered to be the most likely vector species. 
Culex pipiens s.l. have been shown to bite humans, rabbits and birds (Service 1971a) and also 
frogs,  lizards and  snakes  (Snow 1990), but  are  typically  considered as being preferentially 
ornithophilic.  In  Italy,  differential  host  feeding  preference between bird  species  has  been 
demonstrated, with different preferences  in urban and peridomestic populations of Culex 
pipiens  s.l.  (Rizzoli  et  al.  2015).  Interestingly,  Rizzoli  et  al.  (2015)  also  reported  seasonal 
variation  in  avian  host  preference  that  was  not  explained  by  the  change  of  bird  species 
abundance  caused  by  bird  migration.  Those  species  such  as  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex 
torrentium, which  are  considered  primarily  ornithophilic,  can  have  significant  roles  in  the 
amplification, maintenance and dispersal of disease  through avian hosts  (Farajollahi et al. 
2011; Leggewie et al. 2016) as they are competent vectors of several viruses, filarial worms 
and  avian  malaria  (Farajollahi  et  al.  2011).  Culex  pipiens  s.s.  has  been  identified  as  a 
competent  vector  for WNV  and  a  candidate  bridge  between  avian  and mammalian  hosts 
(Turell et al. 2005; Kilpatrick et al. 2006). 
Within  the Culex genus,  species diagnosis  can be  challenging.  For example, discrimination 




























































temporally  (Vaidyanathan  and  Scott  2007;  Leggewie  et  al.  2016),  and  in  response  to 
environmental conditions such as temperature (Leggewie et al. 2016; Vogels et al. 2017). The 








°C.  This  suggested  that  there might be variation between populations,  that  the  failure of 
transmission at 18 °C is related to factors other than viral dissemination in the mosquito or 
that a longer incubation period is required for transmission to occur. It should be noted that 
successful  dissemination  of  virus  does  not  necessarily  mean  that  transmission  will  occur 
(Vogels et al. 2017). 
Being  a  competent  vector  is  only  one  of  the  required  factors  in  vector  incrimination.  In 
addition  to  establishing  a  species  as  a  competent  vector,  it  is  necessary  to  demonstrate 

























West Nile  virus  is  a  flavivirus  and a member of  the  Japanese encephalitis  group  (Hubálek 

















Africa,  Asia  and  Australasia  (PHE  2014).  Culex  pipiens  and  Culex  torrentium  are  enzootic 
vectors  for  Sindbis  virus  infection  in  Sweden  amongst  and  between  migratory  and  non‐
migratory birds  (Hesson, Verner‐Carlsson, et al. 2015). Culex torrentium also has a greater 
prevalence than Culex pipiens in more northern regions (Hesson et al. 2014). In Sweden Culex 


























mosquito‐borne  disease,  the  European  Centre  for  Disease  Control  (ECDC)  produced  the 
Guideline  for  the  surveillance  of  native mosquitoes  in  Europe  (ECDC  2014).This  document 
clearly  describes  the  importance  of  surveillance  and  the  generation  of  increased 
understanding of native mosquitoes in mitigation of the increasing mosquito‐borne disease 





and  land  use  changes  (Lindsay  et  al.  2010; Medlock  and  Vaux  2011,  2015a)  and  findings 
suggest that risk will increase over time and that efforts to monitor the situation need to be 






be  a  competent  vector  for  seven  alphaviruses,  eight  bunyaviruses  and  three  flaviviruses 
(Benedict  et  al.  2007).  Post‐invasion,  the  potential  for  establishment  of Aedes  albopictus 
estimates for the potential range within which it could overwinter under current temperature 
conditions have been predicted (Figure 4). These are based on two critical climate parameters 
requirements  for  overwintering  of  the  species:  the  January  temperature  isotherm  (TJan) 
































of  native  British  mosquitoes  is  incomplete.  The  historical  mosquito  species  record,  and 
distribution data, appear limited and patchy. These data are important as these would form 
the  basis  for  mosquito  control  interventions  and  planning  in  response  to  future  disease 
outbreaks, they inform climate and land use modelling and good quality mosquito distribution 
data are essential for the basis of future ecological studies. The presence of cryptic, sibling, 
species  in  the  region,  such as Culex pipiens  s.s.  and Culex  torrentium,  causes  a  significant 
challenge to the generation of these data as  it  is often not possible to confidently  identify 
which  species  specimens  belong  to  using  morphological  methods.  This  has,  historically, 
resulted in the use of species complexes in distribution data, which is unsatisfactory in the 
case of Culex pipiens s.s. and Culex torrentium as they have demonstrated differences in host 






targeted  towards  females as  these are  the disease vectors and so ultimately control must 

















2) To  investigate  and  optimise  a  non‐molecular,  wing morphometric,  method  for  the 
diagnosis  of  species  between  female  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex  torrentium 
mosquitoes. 





















different potential  roles  in disease outbreaks  in Britain, and the chronic underreporting of 
Culex torrentium numbers due to them being homogenised within the Culex pipiens complex. 
In chapter 4.1, the method of discrimination between Culex pipiens s.s. and Culex torrentium 
using  wing morphometrics  proposed  by  Börstler  et  al.  (2014)  is  validated  using  wildtype 













torrentium  in  relation  to  selected  Apiaceae  species’  flowers,  as  potential  sugar  sources. 
Preference  was  quantified  by  a  novel  and  conservative  preference  index,  the  Expressed 
Preference Index (EPI) designed to avoid the exaggeration of preference which is possible in 
the high duration assays conducted here when using traditional preference indices.  

















forms  of  Anopheles  gambiae  (Diabaté  et  al.  2008).  Challenging  species  discrimination 
scenarios  such  as  these  have  often,  historically,  resulted  in  the  formation  of  species 
complexes  (Becker  et  al.  2012;  Harbach  2012;  Obenauer et  al.  2013).  Relatively  recently, 
compared to the long history of mosquito research, new molecular methods have increased 




The  focus  species  for  the  research  within  this  thesis  are  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex 
torrentium.  Therefore,  accurate  identification  of  these  species was  critical. Morphological 
identification using dichotomous keys (Snow 1990; Becker et al. 2010a) could be confidently 
achieved  to  genus  for  all  adult  specimens;  at  this  point,  male  species  identity  could  be 
determined by examination of the terminalia. However, for females no further morphological 
discrimination  beyond  genus  was  possible.  The  potential  for  the  use  of  the  presence  or 
absence  of  pre‐alar  scales  for  female  species  discrimination  (Cranston  et  al.  1987)  was 








When  considering  which  molecular  approach  to  use  for  identification,  three  methods 
appeared to be the best candidates within the literature. All were based on DNA extraction 




and  tested  multiple  primer  pairs  to  allow  the  identification  of  Culex  pipiens  s.s.,  Culex 
quinquefasciatus,  Culex  pipiens  pallens,  Culex  australicus,  Culex  torrentium  and  Culex 
pervigilans. Shaikevich (2007) proposed a method based on PCR‐restriction fragment length 
polymorphism (PCR‐RFLP). PCR was used to amplify a 603 bp fragment of the 5’ end of the 





with  a multiplex  of  species‐specific  primers  and  probes  to  facilitate  the  amplification  and 
quantification of DNA respectively. Primers were designed based on microsatellite CQ11 gene 
loci  for  Culex  pipiens  and  Culex  pipiens  var.  molestus  and  on  the  ace2  gene  for  Culex 
torrentium. 
Other molecular methods of  species discrimination have been shown to work successfully 
with British mosquitoes.  For  example Hernández‐Triana et al.  (2017) used DNA barcoding 









Here  we  validate  Smith's  &  Fonseca's  (2004)  ‘Eurasian  multiplex’  primer  mix  which  only 
contains primers  for Culex pipiens and Culex  torrentium, alongside  the primers, minus  the 
probes, for the same two species, devised by Rudolf et al. (2013). These were used in end‐
point PCR assays for species confirmation of Culex mosquitoes collected in North Staffordshire 











































The  Rudolf  et  al.  (2013)  primers  have  species‐specific  primer  pairs  which  target  loci  on 
different genes, PIP F and PIP R target the CQ11 locus of Culex pipiens s.s., and TORR F and 
TORR R, which target the ACE2 gene  in Culex torrentium. Details of the primer sequences, 
melting  points  and  expected  fragment  sizes  are  collated  in  Table  1,  those  from  Smith  & 













Primer sequence  Melting point °C  Fragment  size 
(bases)* 
ACEpip  5' GGAAACAACGACGTATGTACT   3'     56.05  609* 
ACEtorr  5' TGCCTGTGCTACCAGTGATGTT  3'     60.3  416* 
B12346s  5' TGGAGCCTCCTCTTCACGG     3'     60.98   
PIP F  5' GCGGCCAAATATTGAGACTT  3'      56.48  163‐171** 
PIP R  5' CGTCCTCAAACATCCAGACA  3'      57.54   
TORR F  5' GACACAGGACGACAGAAA    3'      54.18  116** 
TORR R  5' GCCTACGCAACTACTAAA    3'      51.66   
 
The  PCR master mixes were  optimised,  by  experimentation,  to  provide  consistent  results 
using DNA extracted from single legs. Table 2, shows the master mix concentrations for the 

















































































morphological  features  using  established  keys  (Becker  et  al.,  2010a;  Snow,  1990),  were 
selected as subjects for a confirmatory assay. These specimens were processed in accordance 
with the protocols described above. 















































Figure  6  Annotated  image  of  confirmatory  PCR  gel.  *Specimens  amplified  using  Smith &  Fonseca 
(2003) primers. ** Specimens' DNA amplified using Rudolph et al. (2013) primers. 
As  a  final  confirmation,  the  protocol  was  used  to  identify  a  batch  of  “unknown”  Culex 
mosquitoes which were a combination of wild caught adults; adults reared on from larvae 
collected in the wild and laboratory cultured mosquitoes of each species. The DNA extraction 
and  amplification  protocol were  shown  to work  equally well with  both  the  collected  and 
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hybridization  between  Culex  pipiens  and  Culex  pipiens  var. molestus  there  could  be  the 














Throughout  this  method  optimisation  and  validation,  and  the  wider  application  of  this 













































traditional  adult  trapping,  larval  dipping,  baited  landing  catch  and  oviposition  trapping 
methods that are targeted toward mosquito collection specifically (ECDC 2014; Kampen et al. 
2015).  Passive  sampling  is  being  used  increasingly  to  avoid  the  cost,  time  and  labour 
requirements associated with active sampling  (Kampen et al. 2015). Passive sampling also 





















Dipping  is  not  without  drawbacks  however,  and  results  can  vary  somewhat  between 
operators due to different techniques which can be applied and their ability to avoid eliciting 
a ‘flight’ response in the larvae and pupae as they approach and walk at the edge of the water, 








particular  dipping  technique which  scrapes  the  vertical  surfaces  of  submerged  vegetation 





to the reduced time spent at  the surface of  the water  for these early  instars  (Nielsen and 
Nielsen  1953)  and  potentially  due  seeing  first  instar  larvae  in  very  turbid  water.  These 
difficulties aside, dipping has been demonstrated to be a very powerful method for sampling 
a variety of habitats quickly and  in a standardised manner which supports further analysis 





of mosquitoes.  Site preference  is determined by a number of biological  factors  related  to 




on  the  presence  of  conspecifics  (Kiflawi  et  al.  2003;  Sullivan  et  al.  2014)  and  sufficient 
nutrition  for  offspring  such  as  bacteria  and  other  microorganisms  associated  with 
decomposing vegetation (Hazard et al. 1967; Merritt et al. 1992). These factors manifest in a 
very  broad  range  of  oviposition  site  types  across  the  various mosquito  species  including 





this  can  be  labour  intensive  and  requires  a  good  deal  of  knowledge  prior  to  the 
commencement of sampling. In the absence of the species record, best guesses might need 
to be made to facilitate egg collection. Often this is carried out using artificial oviposition sites, 






nets  and  visual  searches.  A  recent  study  found  that  in  circumstances  such  as  sampling 
Anophelinae in open water, a net yielded better results than a dipper, and performed as well 
as a dipper for Culex species (Brisco et al. 2016).  
In  this  thesis, due to the  lack of data related to mosquito species  in  the region  (discussed 
below),  the  application  of  narrowly  focussed,  species/genus  specific,  sampling  was  not 






Sampling  the  adult  population  offers  many  approaches,  depending  upon  the  ecological 
question  being  asked  by  a  given  study,  each  better  suited  to  one  situation  than  another, 
resulting in many different methods being employed across publications (Silver 2008a; Becker 
et al. 2010a). Sampling using emergence traps has been successfully used to examine the role 
of  specific  breeding  habitats  and  the  rate  of  emergence  from  them  (Thullen  et  al.  2002; 
Fillinger et al. 2009; Hamer et al. 2011). Data from these studies could be considered more 
ecologically relevant to factors associated with adult mosquitoes, such as biting and disease, 
as only  those  individuals which have  successfully  completed  the  juvenile  life  stage can be 
included.  Emergence  traps  are  positioned  on  or  just  above  the  surface  of  the water  and 
typically take either conical (Hamer et al. 2011) or pyramidal (Slaff et al. 1984) form with a 
killing/capture  jar,  or  sticky  capture  surface,  at  the  apex,  although  prism,  cuboid  and 
cylindrical shapes have also been used successfully (Silver 2008a). 






(Silver 2008a)  as part of  their diel  cycle and during diapause. Because mosquitoes  can be 
collected during their rest phase, which they spend much of their time and importantly will 
continue to participate throughout their adult lives. Therefore, it is possible to sample, males, 




A  traditional method  of  collecting  host‐seeking  female mosquitoes  human  or  animal  bait 
















through  the  combustion  of  propane  gas.  Mosquito  Magnet™  traps  are  therefore  very 
attractive  to  host‐seeking  female mosquitoes, which would  be  expected  to  feature  in  far 
greater numbers than the males in the catch by this device. This is perhaps unsurprising as 
Mosquito Magnet™ traps were designed as a pest control device rather than ecological survey 











traps  (Bidlingmayer 1967).  They may  still  be affected by biases  such as only  sampling  the 
portion of the population which fly close to the trap, thereby missing the proportion of the 
population that are resting; or in surveys using vehicle mounted suction traps they might have 
to  follow  roads,  therefore  constraining  sampling.  Table  6  shows  examples  of  the  relative 
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abundance  differences  of  mosquito  species  collected  using  different  trapping  method  in 





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































century  (Hutchinson 2004), data  related  to  the distribution of mosquitoes  in England was 
found to be limited, and its collection was unevenly distributed. Using data from the National 
Biodiversity Network NBN Gateway (NBN) (Figure 8), it was apparent that the South East of 









of  smaller  distributed  records.  The  Culex  genus  records  submitted  to  the  NBN  contain 
specimens  referred  to  as Culex  pipiens  agg.  or  only  referred  to  as Culex,  highlighting  the 






















the  study;  therefore, Culex  pipiens  s.l. was  used  to  denote  the  complex  of  species, Culex 
pipiens  s.s. was  used  for  the  single  species  and  is  synonymous with Culex  pipiens  pipiens 
(Chandler 2017).  
The  area  surrounding  Stoke  on  Trent  had  very  few  records  of  mosquitoes  (Figure  13). 
Interestingly, many of the records on NBN were for single specimens, and many of the entries 





important  when  considering  their  value  in  ascertaining  the  current  distribution  of 
mosquitoes.  The  northern  range  boundary  of  a  number  of  insect  species  falls  within  the 
British Isles (Hickling et al. 2005) and so it is highly likely that the same applies to mosquitoes. 
In the face of climate change, it must also follow that these northern range boundaries are in 




to  assume  that  distribution  data  from  other  geographical  areas  may  be  suitable  for 
superimposition onto similar ecotypes within this study area. 






































































 Was  the  spatial  distribution  of  mosquitoes  at  Wybunbury  Moss  SSSI  NNR  evenly 
distributed? 
 The fitting of a presence/absence analysis model  for mosquito  larvae  in relation to 
rural habitat variables. 





Analysis  was,  therefore,  a  speculative  treatment  and  limited  by  the  imbalanced  data 
collection regime and any outcomes should be considered with this limitation in mind. 






During  February  2014,  the  process  of  identifying  sites  for  inclusion  in  the  ecological  field 





single  individuals. Data were collected  from the NBN Gateway for  the SJ Ordnance Survey 
map square, and from the Chartered Institute of Environmental Health National Pest advisory 
Panel  for  the  Midlands  of  England  and  for  Wales 
(http://www.cieh.org/policy/npap_uk_sightings.html).  These  data  were  then  visualised  in 





The  aim  of  the  mosquito  surveying  was  first  and  foremost  to  discover  which  species  of 




suitable  and  safe  for  a  lone‐working  arrangement  to be put  in place. As  a  result of  these 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































approximately  16.5  hectares  and  is  one  of  only  three  known  ‘subsistence  mires’,  or 
Schwingmoor, in the British Isles. Located 2 miles south of Crewe in Cheshire, it consists of a 
water‐filled basin, over 12 m deep, upon which a raft of peat floats. This peat raft is as little 
as 1 m thick  in places (Figure 14), meaning that the ecological succession  is  limited by the 
ability of the raft to support larger plants and trees as their increased weight caused them to 










































Trust’s  website  gives  this  advice  regarding  this  wet  woodland  area  “Visitors  might  not 
welcome the attention of the Moss’s other family of insects ‐ mosquitos. During the summer 

















species added at  the end of  the 19th century  (sweet chestnut, beech and hornbeam). The 
orientation, soils and deciduous flora allow for a huge number of bluebells in the spring; the 





















































resting  adult  mosquitoes  as  none  of  the  rural  sites  had  suitable  buildings  as  have  been 







in  the  UK  most  have  also  employed  CO2  as  an  additional  attractant  (Hutchinson  2004; 









A  similar  challenge  was  presented  when  determining  the  sample  size  required  for  the 
oviposition sampling. The most complete study using oviposition traps in the UK was perhaps 
that  conducted  by  Yates  (1979)  which  targeted Dahliana  geniculata  in  the Monks Wood 
National  Nature  Reserve  in  Southern  England.  In  this  setting  high  numbers  of  eggs were 
collected  using  oviposition  traps,  however  the  mean  per  night  catch  rate  and  standard 
deviation are not reported. Similarly, the data needed to generate near approximations for 














Due  to  the  difficulties  associated  with  locating  and  safely  sampling  from  tree  holes  for 
mosquito  juveniles,  oviposition  traps were used  to  sample  tree hole  and  small  container‐
dwelling mosquitoes. Historically, sections of bamboo have been used successfully to collect 


















eggs.  The  water  was  removed  and  checked  for  larvae,  pupae  and/or  exuviae;  following 
inspection  the water was  replaced  facilitating maturation  over  time.  Any  such  specimens 



























































These were,  rearing‐on  of  larvae  collected  as  part  of  field  collections where  the principal 
concern  was  to  ensure  that  life  stage  progressed  to  adulthood  to  facilitate  species 
identification, in this case, the critical endpoint was the availability of a specimen, and as such 
there was no requirement to ensure that juvenile feeding was matched between individual 














0.1 mm sieve before being  fed sparingly, ~0.12 g  l‐1  to  support development. Adults were 
allowed  to  emerge  into  the  vial,  from  where  they  were  collected  for  identification  and 
storage. 

























During  2015,  four  CDC  512  mini  light  traps,  configured  as  in  the  2014  peridomestic 
longitudinal study, were used to sample the adult mosquito population at Wybunbury Moss. 
Traps  were  placed  randomly  across  the  ‘no  public  access’  portion  of  the  site,  and  each 
sampling session ran for 4 nights. New trap locations were generated at each iteration. As 
with  the  peridomestic  suburban  study,  light  traps  were  positioned  with  the  fan  at 
approximantely 1.5 m above the ground (Hutchinson et al. 2007), although there was some 
limited variation of  this height due  to variation  in anchoring positions at  the  random trap 
locations.  The  centre  of  the  floating  peat  raft  and  reed  marsh  were  excluded  for  safety 
reasons. Specimens were collected, labelled and stored at ‐20 °C until identification. A total 




under  similar  sampling  conditions.  All  specimens were  collected  and  identified  to  species 
where possible*, using morphological identification keys (Snow 1990; Becker et al. 2010a). 
* Females of Culex pipiens s.s. and Culex torrentium were morphologically indistinguishable 












traps  elsewhere, Mosquito Magnet™ Executive  (MM330)  traps were used  to  collect  adult 















directly  adjacent  to  the  trap  location  in  Stone  in  July  2016,  that  trap  location  became 
unavailable on safety grounds, and consequently the trap needed to be removed; it was then 
placed  in  the  second Porthill  location  (OA)(Figure 31); no  trapping  iterations were missed 
during  this  relocation. The Mosquito Magnet™ Executive  traps  that were used have some 
features  to  improve  gas  efficiency,  some  are  user  controlled  whilst  others  are  factory 















































cage  from  the device,  the door of which was  then  taped  closed  for  transportation  to  the 
















this  study  was  collected  at  the  Keele  University Weather  station,  this  weather  station  is 
located 4 miles  from  the  centre of  the  city of  Stoke on Trent.  These data were visualised 
against time and mean temperature data.  
Data  collected  using  light  trapping  at  Wybunbury  Moss  was  analysed  to  test  whether 




nearby collection points. The  local sum for a  feature and  its neighbours  is  then compared 
proportionally  to  the  sum  of  all  mosquito  collections.  If  there  is  a  difference,  and  that 
difference  is  too  large  to  be  caused  by  chance,  then  a  statistically  significant  z‐score  is 
produced  (Anonymous  n.d.).  The  Getis‐Ord  Gi*  statistic  has  the  important  advantage  of 
neutralising the spatial distribution of the data points, meaning that the actual pattern of the 






Habitat  Type”;  for  instance,  a  Tree  Hole  or  a  discarded  bottle  would  be  unlikely  to  hold 

















3. Failure  of  the  sampling method  to  collect mosquitoes  that  are  present within  the 
water body 


















3.2.1.13 Per  night  catch  rate  of  CDC mini  light  traps:  comparison  between 
peridomestic and rural locations 










data point was divided by 4  to make  the value equal  to  the mean number of mosquitoes 
caught per night. 
The rural dataset, therefore, consisted of 48 observations, each equal to the mean number of 
mosquitoes  caught  per  trap  night.  The  peridomestic  dataset,  after  the  treatment  above, 
consisted of 298 observations, each equal to the mean number of mosquitoes per trap night. 
Welch’s  t‐test  was  applied  to  the  data,  where  a  random  sample  of  48  observations  was 
extracted from the peridomestic data set to compare to the 48 observations in the rural data 





were  replaced  at  the  source  of  collection.  Mosquito  identification  was  conducted  in 
laboratory conditions on the adult mosquitoes using the appropriate keys (Snow 1990; Becker 














any  of  the  traps  over  the whole  duration  of  the  study.  Therefore,  it  was  not  possible  to 














refuse  collection,  and  from  tarpaulins  laid  on  the  ground  during  Impatiens  glandulifera 




broad  habitat  types  that  they  were  collected  from.  Of  the  species  that  were  regularly 







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































A wide  range of  count values was  returned at each dipping  location  (Figure 35).  The high 








































































 Formula  =  Combined_total  ~  Full_Sun  +  Partial_Shade  +  Heavy_Shade  +  











































































































































Table  12  Summary  of  the  mosquitoes  sampled  using  Mosquito  MagnetTM  traps  in  private  back 
gardens over 332  trap nights. *Morphological  identification of  females, either Culex pipiens s.s. or 
Culex torrentium. 




Ashley (rural)  Culex pipiens s.s.  2  3 
Ashley (rural)  Culex pipiens s.l. *  5  12 
Ashley (rural)  Culiseta annulata  1  1 
Kidsgrove (suburban)  Culex pipiens s.s.  8  30 
Kidsgrove (suburban)  Culex torrentium  3  3 
Kidsgrove (suburban)  Culex pipiens s.l. *  12  50 
Kidsgrove (suburban)  Culiseta annulata  7  13 
Kidsgrove (suburban)  Ochlerotatus rusticus  1  4 
Kidsgrove (suburban)  Ochlerotatus annulipes  1  1 
Kidsgrove (suburban)  Anopheles claviger  3  4 
Porthill GRW (suburban)  Culex pipiens s.s.  5  8 
Porthill GRW (suburban)  Culex torrentium  1  1 
Porthill GRW (suburban)  Culex pipiens s.l. *  11  15 
Porthill GRW (suburban)  Culiseta annulata  6  7 
Porthill GRW (suburban)  Anopheles plumbeus  1  2 
Porthill GRW (suburban)  Coquillettidia richiardii  1  1 
Porthill OA (suburban)  Culex pipiens s.s.  3  3 
Porthill OA (suburban)  Culex pipiens s.l. *  4  9 
Porthill OA (suburban)  Culiseta annulata  7  11 
Porthill OA (suburban)  Anopheles plumbeus  1  1 
Porthill OA (suburban)  Coquillettidia richiardii  2  2 
Porthill OA (suburban)  Anopheles claviger  1  2 
Stone (suburban)  Anopheles maculipennis  1  1 
Stone (suburban)  Culex pipiens s.l. *  1  2 
 
 
Table  13  Further  identification  of  female  Culex  pipiens  s.l.  specimens  using  wing  morphometric 
analysis. 91.8 % of specimens were identified to species with the agreement of species identification 












Ashley (rural)  10  3  0  0 
Kidsgrove 
(suburban) 
39  5  5  1 
Porthill  GRW 
(suburban) 
8  6  1  0 
Porthill  OA 
(suburban) 
5  1  0  3 














in  the EU Kampen et al.  reported  the presence of  three mosquito  species and only  three 
individual  records  in  the  region  studied  in  this  thesis  (Kampen et  al.  2015),  and  the NBN 




northings).  These  data  constitute  a  significant  contribution  to  the  field,  and  upon  their 







there was  something  fundamentally wrong with  the  construction  of  the  oviposition  traps 
employed in this study, such as chemicals leaching from the plastic cups into the water, it was 
hard to say; although this was unlikely due to the vessels being used being catering quality 
products.  It  was more  likely  that  the  traps were  less  desirable  oviposition  sites  than  the 
naturally  occurring  ones,  for  example  pools,  puddles  and  tree  holes  found  on  the  site. 
Typically, the tree holes sampled during this study dried up for at least some time during the 
























debris  for  the  attractiveness  of  these  oviposition  traps.  When  using  dark  coloured  cans, 











species  (Kampen  et  al.  2015).  These  PHE  traps  also  yielded  negative  results  with  no 
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oviposition  recorded  during  their  first  seasons  (Vaux  and Medlock  2015),  although more 
recently invasive Aedes albopictus eggs have been collected in one of them (Medlock et al. 
2017).  
As  expected,  sampling  the  larval/pupal  population  using  a  dipper  proved  to  be  a  highly 
efficient  method  in  terms  of  mosquito  species  sampled.  It  also  has  the  advantage  over 
trapping methods in terms of low financial cost. The approach to dipping taken in this study 
was to carry out detailed surveys at  the sites requiring multiple visits  to  locations over an 
extended period of time. This methodology allowed the collection of species distribution data 
plus data relating to temporal variation helping generate a better understanding of mosquito 
ecology  at  the  sites  sampled,  and was,  therefore,  the  correct  approach  for  this  study. An 
alternative  strategy might have been  to make  single  visits  to a wider  variety of  locations, 




within  which  to  complete  their  development  from  egg  to  oviposition  of  the  next 





































Light  trapping  collected  a  very  low number  of  species, with  only  two  species  collected  in 
suburban  settings  and  four  species  collected  at  Wybunbury  Moss.  Subsequent  use  of 
Mosquito Magnet™ traps, by contrast, collected more mosquito species and collected fewer 


















(2014)  studied mosquitoes  in and around Reading, which  is ~ 130 miles  south‐east of  the 
region  studied  here.  Presumably,  this  distance  is  sufficient  to  cause  a  reduction  in 









major  potential  enzootic  disease  vector.  Only  by  continued  research,  complete  specimen 
identification and sharing of findings can the species record be  improved such that  it be a 





4 Investigation  into  wing morphometry  as  a  means  of 












Culex  pipiens  L.  and  Culex  torrentium  Martini  are  sympatric  sibling  species  which  are 
morphologically  cryptic.  As  imago,  only  the  males  of  each  species  can  be  discriminated 
morphologically. This involves dissection of the male terminalia to examine the characteristic 
differences  of  the  structure  of  the  dorsal  arm  of  the  aedeagus,  and  ventral  arm  of  the 
paraproct (Figure 42) are visible under low power, ~40x magnification, light microscopy (Snow 
1990;  Becker  et  al.  2010b);  this  is  a well‐established method  and  has  been  shown  to  be 
genuinely discriminatory across many studies (Service 1968; Dahl 1988), and were found to 
be 100% consistent with identification by molecular means throughout this study (Chapter 2). 
In  the  larvae both sexes can be  identified to species, when  in  the 4th  instar stage only, by 
comparing the branching of setae (spiny hairs) on abdominal segments III‐V and the presence 
of  branching of  the  saddle  setae  (1‐X)  (Becker et  al.  2010a),  although previous  studies  of 














been observed as not present even  in pristine Culex  torrentium  specimens  (Service 1968). 
Consequently, female imago identification needs to be carried out using molecular methods, 
for which  there  are  existing DNA primers  (Bahnck  and  Fonseca  2006;  Rudolf et  al.  2013). 
Although  these  molecular  methods  work  well,  they  might  not  always  be  available  to 
entomologists,  require  expensive  equipment  and  can  be  time‐consuming.  Studies  have, 
therefore,  been  ongoing  to  find  and  demonstrate  the  consistency  of  a  simple method  of 
species discrimination, that does not demand access to equipment and apparatus beyond the 








Wing  vein  measurements  have  been  successfully  demonstrated  in  various  areas  of 
entomology as species discrimination tools such as with screw worm flies (Hall et al. 2014) 
and honey bees (Meixner et al. 2013; Oleksa and Tofilski 2015). Other interesting applications, 
which  underline  the  potential  power  of  wing  morphology  to  convey  genetic  differences 






bellido  and  Celis  1992)  and  larval  density  (Alto  et  al.  2012).  Bilateral  differences  in  wing 
morphology in individuals can also exist and often these are related to environmental stress 
(Parsons 1990); typically these take the form of fluctuating asymmetry (FA), which are small 









a  bimodal  distribution  (Parsons  1990;  Costa  et  al.  2015).  AS  and  DA  are  not  related  to 




















suitable  univariate  (single  vein  length,  or  section  length)  or  bivariate  (ratio  of  two  vein 
lengths) means  to discriminate between species. Until  relatively  recently,  analysis of wing 
morphology  would  subsequently  be  ruled  out  as  a  method  for  species  discrimination. 
Increasingly  however,  Shape  Analysis  (Adams  et  al.  2004),  also  referred  to  ‘new 
morphometrics’  (Rohlf  and Marcus 1993) has been used as a multivariate method  to  find 
sufficient  information  to  discriminate  between  species  where  traditional  methods  have 
failed.  Shape  analysis  is  a  hugely  powerful,  multivariate,  approach  to  describing  the 
morphology of any object. In this context shape has a specific definition:  





and  scaled  differently,  they  are  still  the  same  shape.  The  removal  of  scale  is  particularly 
important when applied to mosquito  identification as  it effectively removes the allometric 
growth effect of differential  larval  feeding  introduced earlier. The removal of  location and 











Indeed,  wing  morphometric  identification  using  modern  methods  has  been  used  to 
successfully discriminate between mosquitoes of different genera (Wilke et al. 2016) and also 
to identify species within the same genus (Börstler et al. 2014; Sumruayphol et al. 2016). 





and  can  be  applied  to  data  where  a  proper  analytical  or  statistical  model  can  be  found 
(Marcondes and Borges 2000).  In a study by Lorenz, Sergio and Suesdek  (2015), based on 
mosquito  wing  shape  characters,  it  was  demonstrated  to  be  a  powerful  tool,  showing 




Other shape comparison studies  in  fields outside of mosquito ecology  (Oleksa and Tofilski 
2015; Van Cann et al. 2015) have resulted in some exciting approaches and the development 
of new  techniques  for processing  shape data  (Jombart 2008;  Jombart  and Devillard 2010; 
Adams  and  Otárola‐Castillo  2013),  particularly  when  using  software  solutions  such  as  R 
Statistical Software (R Core Team 2015).  
Although easy to overlook, the ease of capture and storage of high quality digital imagery has 
also  had  complimentary  effect  on  the  continued  development  of  these  approaches.  The 









being  analysed.  Insect  wings  are  well  suited  to  this  landmark‐based  approach  as  the 
intersection of wing veins with each other, or the wing edge is very easy to plot precisely, and 
as they are fixed anatomical features, they are related to species ontogeny (Comstock and 
Needham 1898).  Landmarks are  selected based on  criteria: previous publications  (to ease 
comparison),  apparent  differences  between  species  and  developmental  or  functional 
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are used  in  the  final  analysis  (Wilke et al.  2016).  This  is  because at  the  time of  landmark 
collection,  the  final  variables diagnostic  for  species may not  yet be known  (Zelditch et al. 








Otárola‐Castillo  2013)  and Adegenet  (Jombart  2008)  take  on  the mathematical  burden  of 
analysing shape data leaving the focus on developing the best approach to answering specific 




written  specifically  for  this  purpose,  such  as  MOME‐CLIC  (Dujardin  2016),  TpsDig2 
(http://life.bio.sunysb.edu/morph/morphmet/tpsdig2w32.exe) and  the Geomorph package 
for R (Adams and Otárola‐Castillo 2013); other software has functions which allow for the 















to capture  the  image, even  if  slight,  then this would be  included  in  the analysis. Similarly, 
these  features  may  be  biologically  irrelevant  to  species  discrimination;  as  wing  size  is 




removed  using  Procrustes  superimposition  on  a  consensus  configuration  before  shape 
analysis can be performed (Zelditch et al. 2004; Dujardin 2011).  
There are multiple approaches to the Procrustes superimposition (Zelditch et al. 2004), but 
Generalised  Procrustes  Analysis  (GPA),  also  referred  to  as  Generalised  least  squares 
Procrustes  superimposition  (GLS)  (Rohlf  1999)  but  in  this  document,  hereafter,  GPA,  is 
currently the most commonly used (Dujardin 2011). GPA calculates a consensus shape from 
within  the  available  sample  data  and  then  transforms  specimen’s  shape  coordinate  data 
relative to the consensus; the differences between the residual coordinates of each specimen 
and  the  residual  coordinates of  the consensus  configuration are  the  ‘Procrustes  residuals’ 
(Dujardin 2011). Because the post GPA shape data is relative to the consensus shape if new 
specimens  are  added  to  the  data  the  GPA must  be  carried  out  again  to  generate  a  new 



















illness by  testing whether an  individual has a disease or not.  Some  tests  are described as 
having a high sensitivity and so seek to identify whether an individual has the disease state. 







approach  as  conducted  here.  Because  all  the  specimens  tested  have  been  previously 
identified using  reliable morphological methods as being either Culex pipiens  s.s.  or Culex 
torrentium, meaning that in all cases specimens can only be one of these species, an individual 
sensitive result for Culex pipiens s.s. must also be a specific result for Culex torrentium.  
For  the  reasons  outlined  above,  within  the  field  of  species  discrimination  using  wing 
morphometrics it is challenging to apply the terms sensitivity and specificity to the results due 




the other perspective. Due to this, and  in agreement with other  investigations  in this field 









4.1.2 Assessment  of  the  application  of  Börstler’s  et  al.  (2014)  wing 
morphometric identifcation method to British Culex mosquitoes 
To assess the applicability of wing morphometric shape analysis as a method for the diagnosis 
of  species a  study was  conducted based upon  the methods and  findings of Börstler et al. 
(2014).  The  study  also  aimed  to  investigate  any  drawbacks  of  the methods  proposed  by 
Börstler et al. (2014) and consider areas of the process which might be simplified for increased 
ease of use.  
Börstler  et  al.  (2014)  tested  univariate,  bivariate  and  multivariate  methods  for  species 
identification  of  female  Culex  pipiens  and  Culex  torrentium.  They  used  the  open  source 
software package MOME CLIC to map and analyse the distribution of wing vein junctions to 
create a species‐specific wing “shape” template for multivariate analyses using R Statistical 
software  (R  Core  Team  2015).  For  their  study,  they  used  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex 
torrentium mosquitoes  collected between 2008 and 2012, predominantly  from a  range of 
habitats  and  at  varying  life  stages.  Specimens  were  collected  from  various  sites  across 
Germany, some of which had multiple collections at the same time, therefore their specimens 
will have included some reproductively isolated groups (either temporally or geographically) 
and  other  which  may  not  be  isolated  (Slatkin  1987).  The  classification  accuracy  of  the 
discriminant  model  within  the  training  data  using  the  multivariate  approach  was  >  97% 
accurate. Using their findings, they went on to devise a manual method of measurements. 
Their method was  very  successful  and  gave  a  high  proportion  of  correctly  identified  test 
individuals with  over  91 %  accuracy.  Inter‐species  variation was  sufficiently  high  to  allow 


















whether  their approach would have  similar discriminatory power described  in  that paper, 
using German Culex pipiens s.s. and Culex torrentium, when dealing with British specimens.  
All mosquitoes were collected  from the  field,  in  the North Staffordshire region of England 
throughout 2014, as larvae and eggs prior to rearing on in the insectary, as detailed previously 









using  a  40x magnification  dissecting microscope.  Images  were  then  captured  using  a  12‐
megapixel digital camera viewing through the microscope eyepiece.  
Images  were  then  processed  using  the  COO  module  of  the  Collecting  Landmarks  for 





be  replicated on each wing being processed;  failure  to do so would effectively generate a 





Figure  45   A Culex  sp. mosquito wing  image  showing  the  13  specific wing  landmark  locations  are 
plotted using the MOME‐CLIC interface 
Once  all  50  training  specimens were  digitised  and  landmarked  the  resultant  text  file was 
imported into the MOG package of CLIC for shape data preparation. The user interface for 
MOG is quite straightforward and  leads the user through the steps of shape analysis. One 










































































































































































mosquitoes  that  had  been  identified  in  the  same manner  as  the  training  specimens.  The 
known  unknowns  did  not  include  any  of  the  specimens  used  for  training  and  had  their 
landmarks  plotted  after  the  training data was  collected,  in  a  separate processing  session; 
replicating the typical scenario for an applied setting. For this pilot study testing, all known 
unknowns were male Culex  torrentium  (n = 10).  Identification of unknown specimens was 




could  be  used  to  assign  unknown  specimens  to  groups.  Figure  47  shows  the  grouping  of 
principal components 1 and 2 within the training data. There was incomplete separation of 
the species groups when plotted against  the  first  two principal components,  this however 
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the  species  (Figure 49). However,  there was an overlap between  the  ratios  (Table 16 and 
Figure 50) which weakened  the discriminatory power of  this metric.  This was exemplified 
when using the wing vein ratio R2+3/R3 to predict species identification of both wings of the 
known  unknown  data,  50  of  77  wings  were  assigned  to  the  correct  species  (64.94  %). 
However, if only the right wings from the known unknown data were used in the unknown 

















0.2166  0.0404  0.1337  0.3930 
Culex 
torrentium 







Results  showed that  the Börstler et al.  (2014) method had mixed results with mosquitoes 
collected  in North Staffordshire; significant multivariate and bivariate differences between 
the species were found, but identification of “unknown” specimens showed mixed success. 
Procrustes  analysis  gave  the  most  accurate  method  for  identification,  with  Mahalanobis 
distance being less accurate. That there was such disagreement between the two approaches 
was somewhat frustrating and reduced confidence in the power of the model to identify new 



















best  approach  to  take  with  regard  to  identification  of  which  features  the  principal 
components  relate  to,  and  to  optimisation  of  landmark  collection  to  ensure  all  between 
species variance  is captured. By conducting  further study the user can be  informed of  the 
accuracy  of  wing  morphometric  discrimination  between  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex 
torrentium and choose whether or not it is sufficient to justify the use of this method. 




the  MOG  module  of  CLIC  could  be  somewhat  frustrating  with  a  series  of  button  clicks 
required.  A  more  automated  approach  might  have  been  preferable.  Result  output  was 
considered  to be appropriate  for  the communication of  results  for a  single  treatment but 




and  it  afforded  ample opportunity  for  operator measurement  or  data manipulation  error 
which  could  influence  the  comparison  between  approaches.  Therefore,  a  new  post‐
processing procedure written specifically to facilitate the manipulation of variables applied to 
calculations, whilst leaving the original data pristine for subsequent tests is required.  









(Christe  et  al.  2016).  During  this  study,  only  morphological  identification  of  mosquitoes 





s.s.  from female Culex torrentium mosquitoes, as  it  is here that we  lack any other reliable 
morphological feature based approach (Becker et al. 2010a). 
In this study, wings were removed, flattened and placed on temporary dry slide mounts prior 


























that  they  still  persisted  even  after  almost  50  years.  However,  despite  the  overlap  in  this 
measure, which effectively ruled out the use of univariate and bivariate methods of species 
discrimination,  there was  sufficient potential  in  the multivariate analysis,  as  shown  in  the 
partially  successful  identification of unknown specimens,  to conduct a  full analysis.  In  this 
chapter, this analysis is conducted.  
Within this chapter, a method of accelerated collection of digital images of mosquito wings 
using a  flatbed  scanner  is  tested against using a microscope mounted digital  camera. The 
expectation was that the resultant method would be made more cost efficient; by replacing 
the  necessity  of  an  expensive  microscope  and  camera  with  and  cheaper  digital  scanner. 
Budget microscopes of this kind cost over £850 in the UK (Cole‐Parmer 2018), compared with 
under £60 for the scanner used in these experiments (Canon 2018). This, therefore, would be 
more accessible  to amateur entomologists. The ability  to capture multiple  images at once 
using  a  scanner  would  also  facilitate  higher  throughput,  making  it  a  more  attractive 
alternative for higher volume sampling. 
Having determined the appropriate method of image collection, a new analysis pathway was 















accuracy  of  the  method  analysed  for  data  within  the  identification  model  and  for  new 

































































Photoshop CC  (Ver.  2015.5)  and was  limited  to  cropping of  the background enlargement, 
rotation  of  the  whole  picture,  and  adjustment  of  brightness  and  contrast.  The  resulting 






































the  scanner’s  optical  resolution  is  2400  dpi;  resolution  above  2400  dpi  is  achieved  by  a 
software solution, in other words, the scanner does not capture more data, rather the pixels 

















application being discussed  as  they  are  prohibitively  expensive.  For  the  remainder  of  this 







4.1.3.2 Exploration  of  the  relationships  between  biological  variables  and  wing 
morphometric discrimination  
4.1.3.2.1 Introduction 
The  approach  used  here  was  designed  to  facilitate  analysis  of  the  ability  of  species 
discrimination,  between  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex  torrentium mosquitoes,  using  wing 
morphology alone. 
The study carried out previously (4.1.1.4) found that the process of collecting landmark data 
was  relatively  straightforward.  However,  if  the  user  wanted  to  test  different  landmark 
combinations, for example, their order or number of landmarks used then the process was 
too unwieldy and provided too much opportunity for human error; due to the need for editing 
large  text  files  or  requiring  the  user  to  collect  landmarks  from  images  again.  Particular 
attention has been given to making analysis, post landmark collection, as straightforward and 
powerful  as  possible;  thereby  removing  barriers,  such  as  ease  of  use,  reproducibility  and 
standardisation, to this method’s use in further studies. The ability to streamline the process 
and  quantify  the  discriminatory  power  of  the methods  being  tested  required  the  use  of 








that  they  are  not  significantly  different  as  might  occur  in  situations  related  to  genetic, 
environmental  and  stress  (Palmer 1994; Hosken et al.  2000; Costa et al.  2015). Male  and 
female wings then needed to be checked to test the assumption that they are different as 












discrimination.  It  was  imperative  that  the  system  for  analysis  used  in  the  investigations 
facilitated  the  editing  of  landmarks  without  requiring  the  reacquisition  of  landmark  data 
between treatments. Therefore, the collected data needed to be unaltered by the analysis. 
The  intention  of  the  process  was  to  optimise  the  collection  of  the  smallest  number  of 
landmarks possible whilst maintaining the discriminatory power of the method. 
Finally, if possible, a pared‐down version of the R computer code (R Core Team 2015) required 











Each wing was  individually  photographed using  a Meiji  compound microscope with  a  10x 
eyepiece  and  4x  objective  lens.  Images  were  captured  at  1024  x  768  resolution,  using  a 
Microtek  IS300 USB camera connected to  ISCapture software (Ver. 4.1.3 Tucsen Photonics 
Co.,  Ltd.)  running  on Windows  8.1.  Images were  stored  in  .tif  format.  Images were  then 
processed  using  the  Collecting  Landmarks  for  Identification  and  Characterization  (CLIC) 
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software package  (Dujardin  2016).  Eighteen  landmark  features were plotted  at  the major 




















database  using  SQL  via  the  RODBC  (Ver.  1.3‐13)  package  (Ripley  and  Lapsley  2016).  Data 





4.1.3.2.3.2 Establishment  of  the  starting  conditions  for  species  identification  ‐  Comparison 
between effect of biological variables 
To  ensure  that  the  identification  protocol  being  developed was  discriminating  by  species 
related differences and not on other factors several potential causes of biological variance 



















function,  using  10000  iterations,  calculated  the  difference  between  species  for  the  given 
variables on the basis of Procrustes variance and then test the significance of any observed 













Following  GPA,  the  transformed,  rotated  and  rescaled  data  were  visualised  to  show  the 













potential  extreme  individuals  that  might  bias  the  findings,  those  wings  above  the  upper 
quartile were still a continuous and closely matched group (Figure 57) and as such most likely 
representative  of  variance  found  in  the  population.  Inspection  of  these  wings  showed 
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deformations which appear  similar  to  the expected  ranges  seen  in  Figure 56;  an example 
output for an individual deformation plot is shown in Figure 58. Because, after inspection, the 


















apparent  that,  due  to  the  even  distribution  of  both  species  along  PC1,  that  PC1 was  not 
related to the variance on a species basis but more related to sex. 
 






15  and  18  between  the  species.  Therefore,  the  calculation  was  conducted  again  with 











Figure  61  Species  distributions  when  plotted  against  PC1  and  PC2.  The  distribution  of  species  is 









insignificance  remained,  although  there  is  some  suggestion  of  different  levels  of  gender 




























that  where  possible  both  wings  were  to  be  included  in  the  training  data  set.  Principal 
components analysis did not show any separation of the right and left wings (Figure 64), and 














4.2 Optimisation  and  accuracy  quantification  of  wing 

















of a successful group assignment  to  the  training data and values obtained through 




















iterations,  to  carry  out  cross‐validated  Discriminant  Analysis  of  Principal  Components  to 
determine how many principal components was optimal for further analysis. This function 
was coded so that its findings are dynamically used in section 12. To enhance reproducibility 










































After  inspection  of  the  female  distribution  of  Procrustes  distances  from  the mean  curve, 
specimens 113 and 46 were considered outliers and removed from the analysis. Within the 













score  optimisation  of  the  selection  of  PCs  suggested  the  retention  of  only  1  PC.  For  the 
manually  selected number of  PCs,  9 PCs were  chosen.  This  offered,  subjectively,  the best 















the  species.  Blue  crosses  indicate  prior,  confirmed,  ID  for  specimens.  Darker  regions  =  higher 




Figure  68  shows  the  comparison  between  the  different  numbers  of  PCs  retained  by  the 
methods employed. Unsurprisingly,  the higher  the number of PCs  the smaller  the overlap 
between the species. A similar trend is displayed in Figure 69, which shows heat maps of the 





























32 (all)  93.57  NA  NA  NA  NA 
22  94.89  74.116  0.333077  75.32  74.03 
1  50.00  58.44  0  58.44  58.44 





4.2.3.1.2 Analysis  of  discriminatory  power  using  13  landmark  collection  regime  (as 
Börstler et al. (2014)) 
After  inspection  of  the  female  distribution  of  Procrustes  distances  from  the mean  curve, 
specimens 113 and 46 were  removed  from the analysis. Within  the  female only data,  the 
Procrustes variance for Culex pipiens s.s. was 0.00130 and for Culex torrentium was 0.00106, 












manually  selected number of  PCs,  9 PCs were  chosen.  This  offered,  subjectively,  the best 
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Figure  72  shows  the  comparison  between  the  different  numbers  of  PCs  retained  by  the 
methods employed. Unsurprisingly,  the higher  the number of PCs  the smaller  the overlap 
between the species. A similar trend is displayed in Figure 73, which shows the confidence in 
























the  species.  Blue  crosses  indicate  prior,  confirmed,  ID  for  specimens.  Darker  regions  =  higher 

























22 (all)  93.49  NA  NA  NA  NA 
16  94.38  68.83  0  68.83  68.83 
14  94.11  70.13  0  70.13  70.13 




turned  to  reducing  the  sampling  effort  by  reducing  the  number  of  landmarks  requiring 
collection for each specimen. Using 9 PCs, selected from the 13‐landmark data, was shown to 
be the most accurate and precise method for correctly identifying the unknown mosquitoes. 
The  loadings  of  these  PCs  were  analysed  to  ascertain  which  landmarks  were  the  most 
discriminatory  (Figure  74).  The  landmarks  which  contributed  most  to  the  discrimination 
between species were,  in descending order of contribution: LM18, LM9, LM8, LM17, LM7, 
LM3 and LM2. 
Having  identified  those  landmarks which contain  the data  required  for discrimination,  the 



























































9   92.34  83.12  0  83.12  83.12 
8  91.84  83.12  0  83.12  83.12 
7  92.05  84.42  0  84.42  84.42 
6  91.75  83.12  0  83.12  83.12 
5  91.48  84.42  0  84.42  84.42 
4  89.69  84.42  0  84.42  84.42 

















As  previously  discussed,  the  addition  of  new  specimens  will  result  in  an  increased 
representation of the wild population and enhance the veracity of the results returned. 
Based on the prior findings, a new tool has been coded in R to facilitate the discrimination of 














verbose  ‐    Enter  the value TRUE  for  full output. This  includes descriptive  statistics  for  the 
training data being utilised, including how well it fits the data. A value of FALSE returns the 
identification of unknown specimens only. 
con <‐ odbcConnect(“EDIT”)  ‐   Replace EDIT with the name of  the ODBC  identifier  for  the 
database connection on the computer being used. 







Unknown specimens should have  slides of  their wings prepared and  imaged as previously 
described. Landmarks, as  in Figure 78, should then be collected using the CLIC package of 







































was  based  on  a  seven  landmark  collection  regime  and  achieved  84.42  %  accurate 
discrimination between unknown Culex pipiens s.s. and Culex torrentium specimens and 92.05 
% accuracy within the training data, using 7 of the 14 available principal components in the 












species  identification methods  such as  rearing‐on of  juveniles  to  imago  for morphological 
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species  identification of male  terminalia using keys  (Becker et al. 2010b), or PCR methods 
(Smith and Fonseca 2004). 
The PCR method applied to the specimens used in this study showed 100 % agreement with 










sample would  be  added when  DNA  quantification was  required.  The wing morphometric 
technique consumables used for slide preparation cost £0.11 per sample showing a significant 









potential  important vector  species  (Lundström et al. 1990; Hesson, Verner‐Carlsson, et al. 
2015; Leggewie et al. 2016) in the UK will help increase the understanding of the abundance 
of and interaction between the distributions of them both. When compared with the relative 





find  this  method  quicker  and  cheaper.  Although  permanent  slide  mounted  wings  and 
microscopes were used to capture the wing images in this study, any means of collecting good 
quality images of flattened mosquito wings would be equally viable. Whilst the use of an office 
flatbed  scanner  did  not  provide  the  image  resolution  required  for  accurate  landmark 
collection,  other  options  are  viable  alternatives;  for  example macro  photography  using  a 
regular  camera  or  a  smartphone  with  a  clip‐on  macro  lens  (Rousseau  2016)  do  provide 
sufficient detail, from personal experience capturing mosquito images in the field (Appendix 
5) and as proposed in other fields (Myung et al. 2014). To increase the user friendliness of the 
proposed  identification  approach,  a  simplified  procedure  was  developed  using  the  best 
practice  established  in  this  study.  The  intention  is  that  this  method,  and  the  wing 
image/landmark  database  that  supports  it,  should  be  made  available  to  other  British 
entomologists and will hopefully facilitate a better understanding of the distribution of Culex 
pipiens s.s. and Culex torrentium by enabling easier specimen identification. 
The  identification  tool  presented here makes  the post‐processing of  species  identification 
very  straightforward.  It  requires  fewer  landmarks  to  be  collected  for  an  equally  accurate 
species diagnosis, thereby saving time and reducing the opportunity for measurement error 
caused by extended periods of landmark collection by the operator. However, because the 
tool  uses  SQL  to  import  landmark  data  from  a  database,  and  because  the  order  of  the 
commands in the SQL query determines the column order of the resultant data table in R, 
data  that  were  collected  using  other  configurations  can  be  utilised  by  any  code  savvy 
operator,  provided  that  the  7  specific  landmarks  required  by  this  tool  are  represented 
somewhere  in  their  data.  For  example,  in  the  exemplar  (Appendix  3),  the  data  that  was 
imported from the database for the training data and the unknown specimens are from the 
original  18  landmark  collection  configuration,  reordered  to  match  the  new  7  landmark 
configuration. This flexibility is necessary as it obviates the need to recollect landmark data 
where it already exists. 
When  considering  the process used  to optimise  the method,  it was  observed  that having 
























by  the  user,  when  collecting  landmark  data,  and  should  be  encouraged  where  possible 
(Dujardin 2011). 
The analysis here supports Service's (1968) findings that significant overlap in wing vein ratios, 
R2+3:R2  or  R2+3:R3,  between  these  species  in  Britain,  and  suggest  more  similar  wing 














identified  by  this  method  even  with  a  large  training  data  set  as  the  tails  of  the  species 
distributions overlap, even with multiple PCs being applied. Börstler et al.  (2014) reported 










number  of  unknown  specimens  were  processed  at  one  time,  then  they  may  skew  the 
consensus  configuration  far  enough  from  the  consensus  of  the  training  data  alone,  and 
therefore could be somewhat unpredictable (Dujardin et al. 2010). In ad‐hoc tests of the tool, 














than  that  required  for  PCR  identification.  Even  where  entomologists  have  access  to  PCR 






















problem and declaring  a  digital  response. However,  once  the  research  aim  shifts  through 
declarative, to descriptive, and ultimately causal questions (Odom and Bell 2011) then the 
resources required to reach similar confidence increase dramatically and reduces the amount 
of  generalisation  which  can  be  applied  confidently  to  research  outcomes.  Research  into 
mosquito behaviour requires research input to address all these question types and whilst 
there  are  many  well‐understood  behaviours,  it  continues  to  be  an  area  of  very  active 
research,  particularly  into  the  causal  factors  of  observed  behaviour.  These  areas  are  of 
significant  interest  as  many  of  our  current,  and  potential  future,  mosquito  control  tools 
(Becker  et  al.  2010a;  Cameron  and  Lorenz  2013)  exploit  mosquito  behaviour  such  that 
mosquitoes can be caused to assist in their own demise.  
In  insects,  olfaction  is  their most  important  sense  (Yin  et  al.  2015),  and  having  an  acute 
olfactory system is critical to their reproduction as it has a significant impact on their ability 
to  find  food,  mates  and  oviposition  sites  (Leal  2012).  Olfactory  mediated  behaviours  in 
insects,  in  general,  are  critical  to  understanding  the  interactions  between  them and  their 
environment; developing this understanding is more pressing when considering insects which 
directly affect our lives as pollinators, agricultural pests or as vectors of disease (Leal 2013). 
Understanding  the  importance  of  olfaction  to  the  success  of  insects  in  general  and 








Adult mosquitoes  of  both  sexes  require  sugars which  they  feed  on  from  various  sources 
including  flowers  and  extrafloral  nectaries  of  plants,  fruit  and  honeydew  (secretion  from 
aphids) (Foster 1995a; Müller et al. 2011). Despite the ubiquitous need to utilise this energy 
source, this area of behaviour has traditionally been less studied than behaviours related to 
finding  blood  meal  hosts.  Mosquitoes  species  have  been  shown  to  exhibit  differential 
preference for certain sugar sources (Mauer and Rowley 1999; Manda et al. 2007; Chen and 
Kearney 2015; Ding et al. 2016) and that feeding on preferred sugar sources conveys survival 




selection  of  blood meal  host  selection  is  also  shown  to  increase  fecundity  in mosquitoes 
(Richards et al. 2012). Sugar feeding on preferred sources, as with blood feeding, therefore 
directly  contributes  to  survival  and  the  inheritance of  genetic  information,  driving  further 
evolution of these behaviours. There is also evidence of gender based differential selection 
of  sugar sources  in  the  field  (Grimstad and DeFoliart 1974) and  in  laboratory experiments 














is  suggested  that,  in  females,  sugar  feeding  is  very  common  soon  after  imago  eclosion 
(Haramis and Foster 1990; Foster 1995a) and that they rarely blood feed until after a sugar 






females  only  needing  to  sugar  feed  every  four  days  if  they  had  access  to  blood  meals; 
interestingly, in the absence of blood meals they would feed daily on sugar (Gary and Foster 
2006). The necessity of the higher sugar feeding rate of male mosquitoes is largely explained 
by  the  energy  expenditure  associated  with  nightly  swarming  for  mating  purposes;  male 
swarming is has been shown to consume over 50 % of a male’s available calories (Yuval et al. 
1994). 
The  different  ways  that male  and  female mosquitoes  utilise  energy  gathered  from  sugar 




































those  that  continued  to  rest  at  peak  swarming  time.  This  suggested  that  swarming  in 
Anopheles freeborni would not happen if energy reserves were below a certain level. The very 
smallest of these mosquitoes never swarmed at all (Yuval et al. 1993), although this size would 
be  related  to  juvenile  nutrition  rather  than  the  ability  to  locate  sugar  as  an  imago.  As 
swarming  is  critical  to  mating,  the  ability  to  gather  sufficient  sugar  to  increase  mating 



















The  volatile  organic  chemicals  generated  by  plants  act  as  long‐range  stimuli  that  aid  the 
location of a dominant source of sugar  for many mosquitoes,  floral nectar  (Foster 1995b). 
Their role can be considered analogous to that taken by CO2 in long range blood meal host 
location in female mosquitoes. Due to the interspecific interaction between VOCs, and CO2, 












monoterpenes  limonene,  (E)‐β‐ocimene,  myrcene,  linalool,  α‐  and  β‐pinene,  and  the 
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into  an  analytical  system.  Headspace  analysis  has  the  advantage  of  sampling  those  VOCs 
















Dynamic  headspace  sampling  represents  the most  frequently  used  approach  to  sampling 
VOCs  from  plants  (Tholl  et  al.  2006),  and  have  continuous  airflow  through  the  sampling 










different  chemical  profiles  of  the  same  headspace  and  so  care  would  be  required  when 


























Having  established  the  importance  of  olfaction  in  mosquitoes,  and  the  presence  of 
kairomones associated with sources of energy, it important to consider the physiology which 
facilitates the acute and selective power of the olfactory sensory modality. Due to advances 
in  the  methodologies,  particularly  those  associated  with  genetic  modification  of  the 
expression of genes, such RNA interference (RNAi), within organisms, there have been great 







For  this  study,  the  assays  and  research  are  related  to  how  sugar  meal  associated  VOCs 
influence male mosquito behaviour, and so for the purpose of this thesis this review focusses 
on  point  1  in  the  list  above,  and  assays  related  to  the  assays  related  to  the  resultant 
behaviours, point 4. External reviews of the processing of signals at the antennal lobes, point 
2, are available (Christensen and Hildebrand 2002; Ghaninia et al. 2007; Olsen et al. 2007) and 










Each OR  forms a binding  site  together with a  conserved  coreceptor  (ORCO)  (Vosshall  and 
Hansson 2011) that does not bind odorants but is necessary for localisation of ORs to ORN 














than  the  remainder of  the  lymph,  resulting  in  reduced affinity  for  the odorant  ligand and 
subsequent release near to the ORs. Following the reception of the odorant at the OR, ‘spent’ 
odorants  (Step  5  in  Figure  81)  are  inactivated  very  rapidly.  Here  there  are  competing 












and B) with  a binding unit  (B)  and a well‐conserved  coreceptor  (ORCO)  (A).  5)  Stray odorants  are 




ORs.  Experiments  to  determine  specific  role  of  ORs  have  resulted  in  the  deorphanisation 










and have an affinity  for a more broad range of compounds Physiological  selectivity of  the 
peripheral  sensory  assemblage  can  be  adjusted  based  on  the  needs  of  the  individual 
mosquito,  for example, post mating change  in the expression rates of OBPs and/or ORs  in 
Anopheles  gambiae  increases  sensitivity  towards  host  and  oviposition  specific  odorants 








by making  the  sensory  structure  part  of  an  electrical  circuit.  If  the  tissue  can  detect  the 




with  GC/MS  systems,  it  is  possible  to  assay  complete  odorant  profiles  associated  with 
whichever ecological scenario or investigation was under investigation (Baker 1995; Qiu et al. 
2004; Gouinguené et al. 2005).  














The  study  of  adult  mosquito  behaviour  is  an  established  field  of  research,  with  various 












examined  the  attraction  of Culex  pipiens  s.s.  to Asclepias  syriaca  L.  (common milkweed), 
Leucanthemum vulgare Lamarck (ox‐eye daisy), Solidago canadensis L.  (Canada goldenrod) 
and  Achillea  millefolium  L  (yarrow).  Others  researchers  have  proposed  several  specific 
compounds found in floral odours as attractants which might be employed as optimisations 












For  a  number  of  reasons, male mosquito  behaviours  have  been,  historically,  less  studied 
relative to those of the female. As males do not blood feed, they are not directly responsible 
for  spreading  disease  and  have  until  relatively  recently  been  overlooked  as  an  effective 
avenue for mosquito control intervention (Lees et al. 2014; Pitts et al. 2014). Many control 





of  control  measures,  it  is  sensible  to  try  and  explore  all  avenues.  Therefore,  a  study  of 
olfactory‐mediated  activity  in  relation  to  sugar  sources  by  males  is  conducted  in  the 
laboratory  before  field  and  laboratory  trials  of  potentially  attractive  synthetic  chemical 
blends.  The decision was made  to  focus  on  the males  of  the  species  as males  have been 
chronically understudied  (Pitts et al. 2014), and  it  is, perhaps,  these which might be more 
likely to be targeted using knowledge related to this aspect (Lees et al. 2014). For example, 
















control measures  that  focus on killing  female mosquitoes  (Sawadogo et al. 2017). That  is, 
perhaps, a bold claim and only further research and application will support or refute their 
findings. There is very little research into the effects of mass killing of male mosquitoes, but 
Sawadogo  et  al.  (2017)  supports  the  position  that  a  comprehensive  understanding  of  all 





















categories: Wind  tunnels  (Geier  and  Boeckh  1999;  Omrani  et  al.  2010)  and  flight  arenas 
(Hancock and Foster 1993; Posey et al. 1998). Other approaches do exist, beyond these broad 





with  stimuli  offered  at  the  same  end  of  the  apparatus,  which  was  demonstrated  to  be 
particularly well‐suited to studies of repellent stimuli. 
For the purpose of this study, wind tunnel olfactometer designs are those that do not have a 
distinct  flight  arena  and  so  maintain  a  similar  cross‐sectional  diameter  throughout  their 
length. Therefore they include Y‐tube olfactometers such as that used by Cook et al. (2011) 
to investigate the enantiomeric selectivity towards 1‐octen‐3‐ol in Aedes aegypti, as well as 
more  simple  single  tube  apparatus  (Geier  et  al.  1999)  exploit  mosquito’s  upwind  flight 
response  to  promote  activity  in  the  specimen/s,  whilst  ensuring  the  odour  variables  are 









In  this  thesis,  the olfactory‐mediated behaviours of  two sibling Culex  species,  found  to be 
common in  this study’s  fieldwork chapter  (Chapter 3) were assayed against the flowers of 
sympatric plant species. These British mosquitoes are not currently communicating disease 
to and between humans  in  the British  Isles  (Medlock and Leach 2015), although evidence 
exists for autochthonous communication of disease within avian hosts (Buckley et al. 2003). 
The lack of ongoing autochthonous disease outbreaks provides an opportunity to develop a 















Culex  pipiens  s.s.  which  was  observed  during  specimen  collection  for  this  research  and 














































being  generalist  sugar  feeders,  do  not  have  specialised  mouthparts  suited  to  accessing 










In  addition  to  their  use  in  behavioural  assays,  the  VOC  emissions  of  these  species  were 
analysed  (5.1.2.4),  to explore the variation of  the VOC profiles compared to a panel of 50 
compounds collated from Nyasembe and Torto (2014), Otienoburu et al. (2012), Pitts et al. 
(2014)  and Verhulst et al.  (2011) which have been demonstrated  to be detected by male 
mosquitoes.  Visual  representations  of  the  chemical  ‘fingerprint’  of  each  species’  are 













organic  chemicals  (VOCs)  emitted by  the  plants  that  have  been  demonstrated  to  cause  a 
behavioural response in mosquitoes (Verhulst et al. 2011; Otienoburu et al. 2012; Nyasembe 
and Torto 2014; Pitts et al. 2014).  
In  addition  to  the  flower  species  discussed  in  the  introduction  to  this  part  of  the  thesis 


















future  literature,  or  other  sources,  could  be  included  in  the  analysis  without  requiring  a 
complete manual reworking of the data analysis. This functionality is very important as more 









tubes  with  a  dynamic  headspace.  For  each  of  the  three  methods  described  below,  five 
replicates were carried out as per the guidelines from Tholl et al. (2006). The final method 
would  need  to  be  robust,  repeatable,  and  sensitive  as  it  was  anticipated  that  due  to 
mosquito’s highly attuned olfactory sensory organs, very small quantities of chemicals might 
be necessary for mediating behaviour (Riffell et al. 2014). 





Preliminary  attempts  used  a  divinylbenzene/carboxen/polydimethylsiloxane 




























this  being  the  principal  target  of  analysis,  and  one  as  a  breakthrough  tube.  The  term 
‘breakthrough’ refers to an analyte passing through the capture tube and escaping the sample 
(Woolfenden 2010a). The function of the breakthrough tube was to collect any VOCs which 


















was  in  line  with  many  of  the  studies  reviewed  by  Raguso  and  Pellmyr  (1998)  in  their 































For  the solvent desorption process,  separation  funnels were used  to deliver 3 ml of HPLC 






























It was  important  to be able  to  calculate  the expected  retention  time  (RT)  for  each  target 
compound,  to  facilitate  the  optimisation  of  the  GCMS method,  and  check  for  co‐eluting 




different GC  system,  alkane  standards  need  to  be  analysed  on  that method  and  their  RT 

















error  in data entry,  calculation and  reporting. Reference Retention  Index  (RI) data  for  the 
target compounds was collected and collated from Babushok et al. (2011) and The Pherobase 



























Compound name  Molecular mass  Average RI  RT Calculated from published RI 
DEET  191.2695  0.0  NA* 
DDT  354.4860  0.0  NA* 
Acetaldehyde  44.0526  500.0  NA** 
Hexanal  100.1589  799.9  NA** 
(Z)‐3‐Hexen‐1‐yl alcohol  100.1589  856.6  5.8777 
Hexan‐1‐ol  102.1748  869.7  6.1479 
α‐Pinene  136.2340  936.1  7.4517 
Benzaldehyde  106.1219  962.7  7.9518 
β‐Pinene  136.2340  977.7  8.2338 
(Z)‐3‐Hexen‐1‐yl acetate  142.1956  1004.0  8.7204 
Limonene  136.2340  1029.5  9.1498 
Benzyl alcohol  108.1378  1036.9  9.2744 
Phenylacetaldehyde  120.1485  1045.9  9.4260 
β‐Ocimene  136.2340  1047.7  9.4563 
Acetophenone  120.1485  1067.4  9.7880 
(E)‐Linalool oxide (furanoid)  170.2487  1083.3  10.0558 
Dehydrolinalool  152.2334  1091.0  10.1854 
o‐Guiaiacol  124.1372  1092.1  10.2040 
Linalool  154.2493  1099.0  10.3202 
Nonanal  142.2400  1103.3  10.3877 
Thujone  152.2334  1105.1  10.4153 
Phenylethyl acohol  122.1644  1114.9  10.5659 
Veratrole  138.1638  1148.1  11.0758 
Lilac aldehyde A  168.2328  1155.0  11.1818 
Lilac aldehyde B  168.2328  1155.0  11.1818 
Lilac aldehyde C  168.2328  1155.0  11.1818 
Lilac aldehyde D  168.2328  1155.0  11.1818 
(E)‐2‐Nonenal  140.2227  1162.2  11.2924 
Linalool oxide (pyranoid)  170.2487  1171.0  11.4276 
Methyl Salicylate  152.1473  1192.9  11.7639 
Verbenone  150.2176  1206.2  11.9615 
Lilac alcohol A  170.2487  1211.0  12.0301 
Lilac alcohol B  170.2487  1211.0  12.0301 
Lilac alcohol C  170.2487  1211.0  12.0301 
Lilac alcohol D  170.2487  1211.0  12.0301 
Nerol  152.2400  1228.9  12.2857 
Neral  152.2400  1242.1  12.4742 
Geranial  152.2400  1270.3  12.8769 
(E)‐ β ‐Farnesene  204.3511  1455.9  15.3499 
*At the time of writing reference Kovat's index values were not available for DEET or DDT in NIST (Babushok et al. 2011) or Pherobase 






collections  from  vials,  proved  to  be  relatively  insensitive,  generating  fewer  peaks  than 
dynamic headspace sampling using sorbent tubes. It was imperative that the VOC sampling 














to  the  large  daily  and  seasonal  variance  in  environmental  variables  such  as  sunlight  and 
temperature, both variables critical to the emission and retention of VOCs (Tholl et al. 2006), 
which were introduced which could be easily controlled across the whole sampling season 
were collections  to be made  in  the  laboratory. However,  field sampling of headspace was 




reproducibility  and  simplified  comparison  between  samples  compared  to  the  field  based 
method. The headspace vessel was significantly reduced in size to try and concentrate the 
VOC entrainment, by reducing the time taken to equilibrate the headspace, and fitted with a 









many  more  advantages  over  the  other  methods  trialled  here.  Twenty‐hour  dynamic 
headspace sampling included all light phases and took place under consistent, reproducible, 








































close  eluting  times  it  was  not  practical  to  confine  the  report  to  any  small  region  of  the 
chromatograms. Therefore, an alternative approach was needed. Preliminary testing showed 
that  generating MS  reports  of  the  top  150  peaks  offered  the  optimal  report,  in  terms  of 












and written using R  statistical  software  (R Core Team 2015).  The data and analytical  flow 
through the tool is charted in Figure 87.  
The first step was to extract relevant data from multiple MS report files and import it directly 













the  ‘target’  VOC  panel  (Figure  88).  The  number  of  target  compounds was  compared  and 
visualised between the tube types for each plant species, before interspecies comparison and 
visualisation  (Figure  89).  Next,  for  MS  data  with  an  included  internal  standard  for  semi‐
quantification,  the  data  were  normalised  to  the  internal  standard  and  the  headspace 
concentrations, in ppm, of each compound in the samples were calculated and visualised for 
each  species.  For  samples  without  an  internal  standard,  the  ratio  of  compounds  was 
calculated relative to a compound which was found to be common in all samples within the 
data  set  under  analysis  (Figure  90).  Finally,  a  visual  representation  of  the  pattern  of  the 





mosquito  behaviour  they  can  be  added  to  the  panel  of  target  compounds  at  any  time. 























The  species  shown  here  in  the  examples  from  the  method  development  phase  showed 
visually different floral ‘fingerprints’ (Figure 90) when presented graphically, however please 
note that these data should be considered qualitative as there was no internal standard used 
























































































































under  N2.  The  1‐Bromodecane  volume  used  as  the  internal  standard  was  arrived  at  by 
empirical  testing  until  the  area  under  peak  on  chromatograms was within  a  range  of  the 
majority of the target VOCs detected by the GC method. 1‐bromodecane was an ideal internal 









Due to  the  large number of chromatograms created during  the analyses, and  the need to 












































These  unaligned  chromatograms  cannot  easily  be  processed  using  quantitative  statistical 
methods.  After  processing,  the  peaks  aligned  properly  along  the  x‐axis  facilitating  further 












Now  that  the  peaks  are  more  closely  aligned  with  the  x‐axis,  analysis  of  the  chromatograms  is 






















must  be  the  case  to  evidence  the  normalisation  process  working  properly.  The  level  of 
transformation  applied  to  each  chromatogram  depended  upon  the  ratio  of  the  1‐
bromodecane within and between samples. 
When  the  full  chromatograms were  plotted  on  the  same  x‐axis,  following  alignment  and 









As  can  be  seen  in  Figure  92  the  peak  alignment  dos  not  look  exactly  the  same;  this was 
presumably a result of the slight differences in peak shape, and because the peak alignment 
pre‐processing using R and the speaq package was carried out using lossless mode. This mode 
means  that  even  very  small  peaks  would  not  be  lost  during  the  alignment  process,  this 











the  1‐bromodecane  was  added  prior  to  evaporation  any  difference  so  caused  will  be 
mitigated against and accounted for during the normalisation process. 
Once the GC data had been processed using the tools laid out in this method they were ready 











members  of  the  Apiaceae  family  in  the Culex  pipiens  s.s.  and Culex  torrentium  olfactory‐
mediated  behaviour  assays;  it  was  essential  to  characterise  the  VOC  emissions  from  the 
flowers  of  the  candidate  floral  species.  Preliminary  testing,  during method  development, 
confirmed  that  the methods  employed were  sufficient  to  discover  the presence of  target 
VOCs (Table 20) and to quantify them in terms of ppm in the collected sample.  





























Florets were excised and prepared by  cutting  to  a  size  suitable  for  placement  in  the DHS 
chamber and weighed before being placed in a 20 ml foil topped glass vial (Figure 84). Foil 






































of  221.18,  therefore,  the  ppm  of  1‐bromodecane  added  is  2.385  ppm.  It  follows  that, 
therefore,  the  ppm of  any  other  compound  in  the  sample  is  the  ppm of  1‐bromodecane 
multiplied by the ratio of their integrated peak to that of 1‐bromodecane (Herrmann 2010). 









Samples  were  processed  using  a  PerkinElmer  Clarus  500  Gas  chromatograph with  paired 
PerkinElmer Clarus 500 mass spectrometer. The GCMS injected 1 µl of each sample into an 




solvent  to  elute.  The  carrier  gas was helium. Mass  spectra were  recorded  in  the electron 
impact mode, and the mass selective detector’s scanning range was set to 40‐350 m/z. GC/MS 




















together,  and  clearly  show differences  between  the  species  (Figure 96). Whilst  the  larger 
peaks  are  clipped  in  this  representation  the  plot  still  serves  to  display  the  considerable 






Conversely,  using  H.  sphondylium  as  an  example  (Figure  98),  the  intra‐species  variation 
appears to be much less pronounced, with broadly similar peaks throughout the sample. 
More  detailed  visualisations  of  the  individual  species  chromatograms  are  shown  in  the 









Figure  96  Offset  chromatograms  of  the  five  Apiaceae  species  used  in  quantitative  analysis. 


































@ 2.385 ppm at 14.15 minutes) Here  the  IS peak  (arrowed)  reaches a  lower height  than  in other 
chromatograms  shown.  This  is  due  to  the  peak  having  a  broad  base  in  this  instance,  and  as  the 










clusters  until  all  clusters  have  been  joined  to  find  the  computed  distances  between  the 
constituent clusters. The clustering algorithm was blind to a priori group membership, and so 






















twenty  lists reinforcing the need to conduct the  larger scale 150 peak MS  library searches 
employed in this study. The complete 150 peak data that correspond to the chromatograms 
shown in Figure 100 through Figure 104 are included in Appendix 8 through to Appendix 12. 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































the MS  output  reports  the match  score  is  a measure  of  how well  matched  an  unknown 
compound is to the library spectrum. An excellent match would result in a value of 900 or 
greater, a good match would yield 800 – 900, a fair match would yield 700 – 800 and match 

















that  the  pre‐filter  was  efficient  and  that  the  chamber  was  not  allowing  ingress  of 
contamination from any other source. With only isolated target VOC identifications on the 
breakthrough tubes,  the  lack of co‐incidence of pre‐filter and capture compounds and the 
evidence  from the negative controls,  it was accepted that  the total VOCs collected on the 
capture tube could be considered the total emission from the specimen. 




















likely  that  this  compound  is  associated  with  the  hexane  being  use  as  the  solvent  for 
desorption as it was often present in negative controls. Therefore the highest‐level emission 
of  target  VOCs  in  C. majus  is  <  0.05  ppm  from benzaldehyde  (Figure  110). Ant.  sylvestris 
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2005)  and  roots  (Yahyaa et al.  2015)  analysis of  the VOCs which  are emitted without  the 
application of extraction techniques, such as steam distillation, has been very limited to date. 














are  the most  likely  drivers  of  behaviour.  Because  the MS qualitative  reporting was  set  to 
return 150 peak reports, it was ensured that even very small peaks within samples would be 




























ppm  per  VOC  per  sample  (Figure  113),  the  different  pattern  of  abundance  of  the  VOCs 
between species was evident. The median was chosen as the measure of central tendency for 
these plots  as  it  conveys  the midpoint  of  observations without  being  skewed by extreme 
values. Among the panel of target compounds investigated in this thesis, much of the variance 
between species was associated with α‐pinene, β‐pinene, β‐ocimene,  limonene and  (E)‐β‐
farnesene  (Figure 107  to Figure 112) These  inter‐species differences were anticipated and 
concurred with other studies which have analysed the differences between similarly closely 
related flower species. (Borg‐Karlson et al. 1993; Suchet et al. 2011). In their study of DHS 
collections  from  Swedish  Apiaceae,  Borg‐Karlson  et  al.  (1993)  showed  similar  variance 
between  species,  which  originated,  primarily,  in  the  proportional  differences  between  α‐
pinene,  β‐pinene,  cis  and  trans  isomers  of  β‐ocimene,  limonene,  sabinene 
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the peak (Vu et al. 2011),  rather than  just the highest point of  it. Therefore,  if  the  IS on a 
chromatogram  has  a  broader  base,  the  normalised  plot  should  be  expected  to  return  a 
shorter peak. Excised florets were used throughout the chemical analysis study. Excising the 
florets  rather  than  sampling  the  headspace  of  florets  still  attached  the  plant, may  cause 
physiological  changes  to  the  florets  (Wade  and  Wratten  2007)  and  therefore  the  VOC 
emissions  from  them.  The  emission  of  herbivory‐related  VOCs  is  a  known  phenomenon 
(Kessler and Baldwin 2000, 2002; Engelberth et al. 2004) and VOCs which are targets for this 
study have been observed among those indicated as herbivory‐related in other flower species 
(Maia  and  Moore  2011).  It  was  hypothesised,  in  other  flower  species,  that  there  was  a 
difference in the amount of nectar produced by excised flowers (Lee and Heimpel 2008) which 







Apiaceae volatiles,  the use of  laboratory based DHS collections of whole plants,  and non‐
excised  inflorescences, potentially using variations of the nylon bag encapsulation method 



















to  the  air  preparation  stage as  seen  in Verhulst et al.  (2009).  It  is  from  this  development 
history that the olfactometer design process in this chapter begins. 
5.2.1 Design process 
To minimise  costs  and  ensure  the  final  design  was  fit  for  purpose  the  olfactometer  was 
designed and  tested digitally using  computer‐aided design  software  (CAD). All  component 
parts  were  accurately  sized  and  assembled  in‐silico  before  being  visualised  in  three 
dimensions.  This  allowed  the  virtual  inspection  of  the  flight  arena,  trapping  and  variable 
chambers; facilitating improvements to these components without requiring the materials to 
be purchased and parts constructed to test their suitability. 
The  dual  choice  olfactometer was  designed  initially  using  Autodesk  Inventor  Professional 







were  calculated  it  became  apparent  that  the  flight  chamber  was  too  large  resulting  in 








sectional  area,  remodelled  and  retested.  This  improved matters,  but  still  showed  several 
areas of dead air with minimal air  flow  in  the main arena,  this could  result  in mosquitoes 
finding  themselves  in  areas  of  the  flight  arena  where  they  are  not  receiving  the  applied 
olfactory stimuli at all. 
A  further  reduction  of  the  cross‐sectional  area  of  the  flight  arena  showed,  after  in‐silico 
testing, a decrease in this dead space problem (Figure 115), whilst still offering sufficient flight 
space for the mosquitoes to move unimpeded in the process of reaching the decision ports 
at  the  far  end  of  the  chamber.  Analysis  of  the  airflow  characteristics  of  the  final  design 



























removable,  transparent,  colourless,  acrylic  cylinder  (150  mm  in  length,  70  mm  outside 
diameter (OD), 5 mm wall thickness (WT)), closed at one end by a fine stainless‐steel mesh, 
and with a rotating mesh gate at the other end allowing the release of the mosquitoes at the 
start of each assay. The  trapping chambers were  located at  the opposite end of  the  flight 
arena from the release chamber, were of similar construction to the release chamber except 
for the rotating gate being replaced by a cone with 10 mm aperture (Figure 117), preventing 













main  arena  required  a  screwdriver  to  remove  the  4  retaining  screws.  The  permanently 


























































results  are  to  be  considered  based  on  olfactory‐driven  behaviours.  These  stimuli  might 
originate within and without the olfactometer. Within the olfactometer, very fine stainless 
steel mesh was  used  to  separate  the  variables  from  the  trapping  chambers,  which  were 
already visually obscured by the non‐return cones fitted to the entry of the trap chamber. 
This  aperture  size  of  this  mesh  was  sufficiently  small  to  prevent  visual  discernment  of 
variables, even under close examination. 
















the  recording  of  results  very  easy.  It  also  ensured  that  safe  recollection  of  specimen 
mosquitoes was a simple matter, using an electric aspirator with a long rubber hose. The clear 
design  also  made  inspection  of  the  condition  of  the  unit  straightforward,  promoting 
confidence in its continued use. 
The  design  was  sufficiently  robust  to  be  used  for  an  extended  period  of  time  and  the 
constructed units tolerated daily assays, including, daily deconstruction and cleaning without 










leaving  the built‐in  chambers empty and adding external,  inline,  variable  chambers would 
allow any size of odour source to be used.  
Designing  the  olfactometer  using  Autodesk  CAD  software,  whilst  it  felt  somewhat  time‐
consuming, was an excellent approach as it was highly supportive of a considered approach 


















pipiens  s.s.  and Culex  torrentium mosquitoes  in  relation  to  semiochemical  emissions  from 
common flowers of the Apiaceae family.  




































for  this  study;  these  were  specifically  designed  to  restrict  the  stimuli  received  by  the 
mosquitoes to those of an olfactory nature. 
Prior to assays, all olfactometer parts were cleaned using deionised water and mild detergent, 
then  rinsed  thoroughly  using  distilled water  before  drying  using  disposable  paper  towels. 
Nitrile gloves were worn at all times during the cleaning and setup of the olfactometer and 
during  collection,  handling  and  preparation  of  floral  variables,  to  avoid  contamination  by 
human odours.  








trapping  chambers  (Figure  119).  Although  no  positional  bias was  detected  in  testing,  the 
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filter.  The  air was  humidified  by  bubbling  through warmed  distilled water  contained  in  a 
Drechsel bottle (250 ml) on a heater pad. Airflow was restricted to 10 l min‐1 by a Cole Palmer 
inline flow valve, before being split into the two inlets of the dual choice olfactometer. This 
airflow  resulted  in a 0.01 m  s‐1  air  speed  in  the main  flight  arena.  Thirty minutes prior  to 
starting  an assay  the heater pad was  turned on,  at  50  °C,  under  the Drechsel  bottle,  and 
airflow commenced. This allowed the conditions inside the olfactometer to stabilise. Internal 
conditions were 25 °C +/‐ 3 °C and 80 % +/‐ 5% relative humidity (RH). 
All  assays  used  only  naïve mosquitoes,  these  being  those  that  had  not  been  utilised  for 



















activated but having not made a  choice,  those  in  the variable  chamber as having made a 




mosquitoes  in  each  choice  chamber,  the  main  arena  and  the  release  chamber  will  be  counted 
separately. 




















of  the mosquitoes  chose each option,  and +1 or  ‐1 being  an  absolute preference  for one 
variable or the other. 
There is a weakness inherent in this measure of preference, however, as it does not consider 






at  the  end  of  the  assay).  This  weighted  the  results  such  that  those  eliciting  the  greater 
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Wilk  normality  test,  and  for  homoscedasticity  using  the  Bartlett  test  for  homogeneity  of 
variances.  
Testing for a significant difference in the expression percentage between contingencies used 
the  Shapiro‐Wilk  test  and  Bartlett  test  as  above  but  resulted  in  non‐normal  and 
heteroscedastic data requiring the utilisation of the Kruskal‐Wallis rank sum test. 
5.3.3 Results 














flower  species.  Ant.  sylvestris was  unavailable  for  assay  against  Culex  torrentium.  There  was  no 
significant difference in mean activation between assays using floral volatiles and those using negative 
controls only.  






























three  groups  prior  to  ANOVA  testing:  Culex  pipiens  s.s.  Vs.  floral  species’  EPIs,  Culex 
torrentium Vs. floral species’ EPIs and finally both mosquitoes collated Vs. floral species’ EPIs. 


















































Apiaceae  tested,  Heracleum  sphondylium,  Angelica  sylvestris,  Anthriscus  sylvestris, 
Conopodium majus and Daucus  carota, were attractive  to both mosquito  species, despite 
large inter‐specific differences in the ratio of floral VOCs emitted by these flowers. Both Culex 
pipiens  s.s. and Culex  torrentium  species  showed  similar  attraction  to  sugar  sources  in  all 
cases. 
The significant preference expressed  towards the plant species used  in  these assays, each 









similar  attraction;  this  does  seem  unlikely  however  especially  since  for  the  most  part, 
phytochemical VOCs appear to be attractive constituents of a blend rather than in isolation 
(Peterson et al. 1994; Cha et al. 2008; Padmaja et al. 2010).  
The  different  floral  odorants  emitted  by  various  plant  species  can  have  a  role  in  niche 






been seen to be a potentially  limiting factor  (Müller and Schlein 2005, 2006;  Junnila et al. 
2010)  and  the  effect  of  experimentally  removing  a  plentiful,  preferred,  sugar  source,  the 
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invasive  shrub  Prosopis  juliflora  caused  a  dramatic  decrease  in  the  mosquito  population 
(Müller et al. 2017). However, in the UK during the late spring, summer and autumn mosquito 
active period, flowers are rarely likely to be a limiting factor, and in suburban settings with 




odorant  binding  proteins  and  olfactory  receptors  (Leal  2013;  Montell  and  Zwiebel  2016) 
predate speciation. Consequently, if as is likely, sugar sources are not a limiting factor (Foster 
1995a)  causing  competition  between  these  species,  then  no  further  behavioural  change 
would  be  expected  to  occur  (Wcislo  1989).  It must  also  be  considered  that  although  the 
Apiaceae were selected for inclusion in this study based on field observations around nectar 
availability,  seasonal  occurrence  and  shared  habitats  with  the  mosquitoes,  their  floral 
emissions might  only  be mildly  attractive  to mosquitoes.  There may be other  flora which 
would be much preferred by mosquitoes and which might elicit differences in response still 
await  discovery  through  assays  against  additional  flower  species.  The  expansion  of 
behavioural assays to include more plant species is one of the key areas for further work in 
this  area. With  regard  to  the  speciation  of Culex  pipiens  s.s.  and Culex  torrentium,  in  the 
context of  shared affinity  to  sugar  sources described here,  their  sympatry as described  in 
chapter  5  and  in  the  literature  (Service  1968;  Jupp  1979),  perhaps  the  most  convincing 
hypothesis  is  that  reproductive  isolation  between  genetic  variants  was  induced  by 
cytoplasmic incompatibility caused by the infection of Culex pipiens by Wolbachia pipientis 
strains  (Werblow  et  al.  2014).  Thus  far  Wolbachia  has  not  been  isolated  from  Culex 












into  the  choice  chambers,  rather  than  remain  in  the  release  chamber  or  main  arena.  In 
lengthy assays of this type, the EPI  is a more conservative measure than PI and should be 
considered as a desirable modification to avoid assays with very low activation rates but high 
preference  indices  having  an  overly  large  impact  on  the  experimental  outcome.  Other 
measures of preference might be possible to use with these data, such as Ivlev’s Electivity 
(Ivlev  1964)  or  Chesson’s  α  (Chesson  1978),  however  these  indices  of  preference  are 
unnecessarily complex for these assays as they factor in aspects more related to predation – 
such  as  the  effect  of  prey being  removed  from  the  available  pool  of  prey  available  to  be 
selected – which did not occur in this experimental model. 
Using only wild mosquitoes and plant materials was challenging and increased the difficulty 






naturally  occurring  interspecies  interactions  and  possible  variance  within  species,  it  was 
deemed  that  this was  a hardship worth persevering with,  as opposed  to using  laboratory 
cultured  mosquitoes  with  their  necessarily  reduced  gene  pool  and  potentially  atypical 
behaviour (Huettel 1976) and cultured greenhouse plants.  
The  use  of  wild  mosquitoes  and  the  collection  of  daily  batches  of  males  lead  to  some 
differences in the number of mosquitoes used in each assay per day, with a mean number of 
24 (SD = 7.26) and a total of 2449 mosquitoes were used for 104 assays. The daily variation 
was  judged  to be acceptable  for  the study as  the daily number used remained within  the 
range  commonly  seen  by  the  author  in  mosquito  olfactory‐mediated  behaviour  assays 
(Jhumur  et  al.  2006;  Logan  et  al.  2008;  Nyasembe et  al.  2012;  Cator  et  al.  2013).  Higher 
importance  was  placed  on  carrying  out  the  assays  using  wild  mosquitoes,  despite  their 
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inconsistency  of  supply,  rather  than  cultured  mosquitoes  where  supply  could  be  more 
controlled. 
The use of excised flower sections, rather than whole plants, offered significant advantages 
in  terms  of  low  space  requirements,  particularly when dealing with  tall  plants  such  as H. 
sphondylium. As an approach, it might also be considered reductionist in terms of not having 
soils present  in  the variable  setting. However,  the excision process  should be expected  to 
liberate compounds associated with herbivory (Lohman et al. 1996). These herbivory induced 
(HI) emissions have been demonstrated  to attract predators  to herbivore damaged plants 
















derived  candidate  chemicals  as  repellents  and  lures  is  an  area  of  study  receiving  much 
attention.  For  example  Ballantyne  and  Willmer  (2012)  and  Champakaew  et  al.  (2015) 
investigated the repellent properties of botanical VOCs, significant effort however, has been 
increasingly applied  to attraction of VOCs      (Gouagna et al. 2010; Otienoburu et al. 2012; 
Nikbakhtzadeh et al. 2014; von Oppen et al. 2015; Scott‐Fiorenzano et al. 2017). 
Having ascertained, in the previous chapter, that male Culex pipiens s.s. and Culex torrentium 
were attracted  to  the VOCs emitted by several different Apiaceae species  in olfactometer 






were  other  VOCs  present  in  the  emissions  from  the  plant  species  that  have  yet  to  be 
determined as detectable by male mosquitoes (Pitts et al. 2014). The route chosen was to 

















and  found  them  to  be  attractive  to  both  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex  torrentium  a 
determination needed  to  be made  as  to which  chemicals  should be used  for  these  trials. 
Originally,  the  behavioural  outcomes were  designed  to  be modelled  against  the  chemical 
composition  of  the  floral  species  utilised  in  the  assays.  However,  because  there  was  no 
significant  inter‐species  preference  difference,  i.e.  there  was  insufficient  evidence  to 
statistically state that observed preference differences were not solely the result of chance, 
this method of dimension reduction was lost to the analysis, effectively preventing this top‐
down approach  from being used. Also,  it was beyond  the scope of  this  study,  in  terms of 
allocated time, to allow individual chemicals to be tested to facilitate a bottom‐up approach 
to designing a blend. Therefore, an intermediate position needed to be taken. By comparing 
the  chemical  signatures  between  the  flower  species  used  in  both  behavioural  assays  and 
chemical analysis and with reference to the literature (Verhulst et al. 2011; Nyasembe et al. 
2012; Otienoburu et al. 2012; Byers et al. 2014) a synthetic blend was designed for testing. 






was  derived  from  the  median  ratio  to  the  internal  standard  (1‐bromodecane)  from  the 
chemical analyses carried out previously (Figure 126). Two different blends were created one 






(Chénier  and Philogène 1989;  Sweeney et  al.  2004).  Β‐Pinene has  also  been  shown  to be 
attractive across a range of insect orders, Diptera (Rudinsky et al. 1971),  Coleoptera (Chénier 





















(+)‐Limonene  96 %  Acros Organics  A0361193  950  950 




Sigma‐Aldrich  MKBW4748V  720  720 
(1S)‐(‐)‐β‐Pinene  98 %  Acros Organics  A0355854  0  173 
Hexanal  96 %  Acros Organics  A0364536  146  146 
Nonanal  97 %  Alfa Aeser  10179106  51  51 
Trans‐2‐nonenal  97 %  Alfa Aeser  10197454  48  48 




and  used  for  all  assays  and  trials  on  that  day.  For  the  delivery mechanism,  an  approach 
modified from Cilek et al. (2003) was employed: 4 ml glass headspace vials, with plastic caps 
and polytetrafluoroethylene (PTFE) septa, were used as delivery mechanisms for the synthetic 
























identical  CDC  512 mini  light  traps  equipped with  “air‐actuated  gates  systems”  and  LCS‐2 
photo  switches  (Hock  2016)  were  used  for  the  field  trial  and  each  powered  by  6‐volt 















would  be  actively  transported  by  the  air  flow  from  the  trap’s  fan,  leading  to  efficient 
distribution of the odour plume. The position of the lure on the inside of the trap lead to a 
configuration more similar to that used in the Biogents Sentinel and Mosquito Magnet traps 
where  the  generated  airflow  is  utilised  to  drive  the  delivery  of  the  lure  (Biogents,  2011; 
Mosquito_Magnet, 2013). By locating the lure inside the trapping chamber, it was sheltered 
from the wind thereby controlling for different rates of evaporation from the wick that could 
be  associated  with  the  vial  being  located  externally  on  or  adjacent  to  the  trap.  In  other 
studies,  lures used  in conjunction with CDC mini  light traps have been arranged  in several 
ways (Reisen et al. 2000). Ritchie and Kline (1995) hung a CO2 lure adjacent to the trap and 
























130)  to  try  and  minimise  the  edge  effect  on  any  particular  trap  (Ries  et  al.  2004).  The 
immediate surrounding for each trap was similar in terms of vegetation but differed at ground 






2015.  Throughout  this  trapping  study,  in  autumn 2016,  the pools were  filled.  The  ground 
under trap LT03 and trap LT04 was considerably drier than LT01 and LT02 and had no standing 
water adjacent;  it did still have a thick moss  layer which released water when trodden on 
(Figure  132).  Differences  between  the  trap  locations were  addressed  in  the  experimental 










Figure  130  Area  chosen  for  the  placement  of  the  light  traps  consisted  of  mixed  alder  and  birch 

















field  for  the  next  night’s  trapping.  The  experimental  treatment  and  negative  control 
configuration was moved to the next arrangment for the next three repetitions following each 

























































Blend  1  and  Blend  2  mosquito  catch  data  were  not  tested  directly  against  each  other 





each  treatment  the  lack  of  significance  of  each  blend  against  controls  rendered  this  step 
redundant. 
5.4.3.2 Results of laboratory evaluation using behavioural assays 
























the  naturally  occurring  VOCs  emitted  during  assays  of Culex  pipiens  s.s.  (Figure  136),  the 
reduction  of  attractiveness  shown  towards  the  synthetic  blends  appeared  very  apparent, 




















of  the  synthetic blends  tested  compared  to  the negative  controls.  Similarly,  there was no 
significant change  in  the number of non‐target  insects. Due to  the  low catch rate of adult 
mosquitoes observed during trapping using CDC light traps at Wybunbury Moss both during 
this field test of volatile blends and the previous survey work (3.2.2.6), this study is likely to 































2010;  Revay  et  al.  2014;  Ding  et  al.  2016;  Fikrig  et  al.  2017)  or  delivery  of  selective 
entomopathogenic  fungi  (Shah  and  Pell  2003)  or  bacteria  such  as  the  trans‐infection  of 
Wolbachia from one species to another to induce cytoplasmic incompatibility (Laven 1967; 





to  use  wild  mosquitoes  during  the  laboratory  behavioural  assays  caused  some  resource 










and  so  it  is possible  that one or more essential  ingredients were missing  from  the blends 
tested. Further studies should be carried out on these compounds and others from the panel 
of target VOCs shown to be involved in mosquito olfactory mediated behaviour and should 
take  the  form of  laboratory‐based  subtractive  assays.  Subtractive  assays  are  those where 





















in  these  synthetic  blends,  limonene,  for  example,  have  been  referred  to  as  insecticides 
(Hebeish  et  al.  2008).  Evidence  exists  of  limonene  acting  as  a  repellent  when  part  of  an 
essential oil blend (Nerio et al. 2010), although limonene alone was not always seen to be 
repellent  to  mosquitoes  (Dogan  and  Rossignol  1999).  VOC’s  activity  may  be  different 
depending on the blend of the other emitted odours (Smallegange et al. 2005, 2009), they 
may  also  have  different  activity  depending  upon  the  mosquitoes’  current  life  stage,  for 




























New knowledge has been generated  regarding  the mosquito occurrence within  the  study 






mosquitoes  were  recovered  from  all  sites  surveyed,  and  occasionally  in  high  numbers, 







A  new  procedure  for  the  discrimination  between  female  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex 
torrentium  was  also  developed,  tested  and  optimised.  Part  of  the  process  involved  the 
assessment  of  aspects  of  the  wing  morphometric  approach  which  was  so  successful  in 









with  high  accuracy  (>  84  %)  and  complete  precision  (100  %)  when  tested  against  novel 
specimens. The final multivariate approach, using photographs of slide mounted wings, was 
tested and found to be robust. As  this stands currently,  the proposed wing morphometric 
approach  is  a  useful  tool  for  discrimination  between  female  Culex  pipiens  s.s.  and  Culex 
torrentium,  and as  the  training dataset will  expand  through use over  time,  is expected  to 
generate  increasingly  high  accuracy  results  over  time.  That  the  Börstler  et  al.  (2014) 
specimens were so much more separated by the r2+3/r3 wing vein ratio than the specimens 

























lures to  increase trap effectiveness, and  in the  laboratory to generate EPI values for Culex 
pipiens. The blends tested appeared to be less attractive than their whole floret counterparts, 
although  the  reduction was not  found  to be  significant.  In  the  field,  they did not  cause  a 







important  pieces  of  information  which  feed  into  the  design  and  optimisation  process. 
However, despite  the null  result  found here,  the method of  testing was determined to be 
suitable for testing the efficacy of a candidate lure.  
Assuming that a strongly attractive floral derived lure for male mosquitoes can be developed 






as  much  as  80%  (Sawadogo  et  al.  2017).  In  their  study,  swarms  were  targeted  by  the 
application  of  aerosolised  insecticides  directly  by  an  operator.  Sawadogo  et  al.  (2017) 
described their study as the first of its kind and so their approach will need to be repeated by 
others, and in other locations, to ascertain whether the male focused control measures are 
truly  effective.  Even  with  this  caveat  however,  it  does  suggest  that  male‐centric  control 
opportunities  are  currently  being  underexploited  (Diabate  and  Tripet  2015).  Further 
questions relate to whether the Sawadogo et al. (2017) method could be changed to support 




best  combination  of  attractants  that  can  be  brought  to  bear  on  the  problem, within  the 
control budget.  Therefore,  in  all  likelihood  the  type of olfactory attractant discussed here 
would  be  allied  with  carefully  selected  trap  type  (Hoel  et  al.  2009;  Lühken  et  al.  2014), 
colouration (Burkett and Butler 2005) and additional lures which may include auditory stimuli 
(Diabate and Tripet 2015) to deliver the highest possible lure and kill rate from these swarms.  
The data gathered  in  the preference studies here support  the notion of mosquitoes being 
generalist  feeders  in  relation  to  sugars  (Foster  1995b).  However,  other  studies  have 
demonstrated some strong preferences towards certain flower species (Müller and Schlein 
2006; Otienoburu et al. 2012; Nikbakhtzadeh et al. 2014; Chen and Kearney 2015) and strong 












In view of  the evidence presented  in  this  thesis,  I am confident  to suggest  that continued 
efforts are needed to supplement the mosquito species record in the British Isles; much of 
the existing data are old, and due to changes in climate, land use and human activity, we must 







defy  simple,  univariate,  morphological  techniques.  However,  using  the  tool  that  I  have 
developed the discrimination can be made with high accuracy using geometric morphometric 
analysis of  the wing venation. Hopefully,  through  the adoption of  this  technique by other 
researchers, extra resolution can be added to Culex torrentium distribution data in particular, 
due to  increased confidence  in  identification for entomologists that do not have access to 
molecular methods.  
Culex  pipiens  s.s.  and  Culex  torrentium  showed  olfactory  mediated  preference  towards 
preference VOC emissions from Apiaceae flowers. Synthetic chemical blends did not elicit the 














use  change  and  increased  human  population  and  movement,  it  has  never  been  more 















training  dataset.  There  is  also  an  opportunity  to  combine  the  wing morphometric  based 
approach used here with artificial neural network analysis (Lorenz et al. 2015) and compare 
their  results.  Both  approaches  have  been  demonstrated  to  be  powerful  tools  for 
discrimination,  and  so  if  identifications  were  based  upon  agreement  between  the  two 
approaches then high confidence in those identifications should be possible. It is possible to 
combine  both  methods  in  one  software  tool,  using  R  software  for  example,  therefore 
requiring  no  further  data  collection.  There  is  also  potential  to  develop  a  coded  software 










continue, and utilise both  individual  compounds and subtractive assays  (Otienoburu et al. 
2012; Qiao et al. 2012) to determine blend efficacy and help optimise the attraction before 
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2 title: "Female *Culex* wing morphometrics 18 points both wings" 
3 author: "Rich Halfpenny" 
4 date: "14 December 2016" 
5 output: 
6 html_document: default 
7 word_document: 
8 fig_height: 5 
9 fig_width: 7 
10 --- 
11    
12   ##Declaration of changed variables in this document 
13    
14   ```{r, this contains all of variables that need to be edited for different approaches} 15    
16   #edit these variables as needed 
17    
18   description <- "Female Culex wing morphometrics both wings 18 points" 19    
20   num_lms <- 18 
21    
22    
23   whichsex <- "Female" 
24    
25    
26    
27   #sql for the training data 
28    
29   qry1 <- "SELECT Wing_morphometrics_LM.ID1, Wing_morphometrics_LM.ID,  
Wing_morphometrics_LM.COMMENT, Wing_morphometrics_LM.VAR, Wing_morphometrics_LM.x1,  
Wing_morphometrics_LM.y1, Wing_morphometrics_LM.x2, Wing_morphometrics_LM.y2,  
Wing_morphometrics_LM.x3, Wing_morphometrics_LM.y3, Wing_morphometrics_LM.x4,  
Wing_morphometrics_LM.y4, Wing_morphometrics_LM.x5, Wing_morphometrics_LM.y5,  
Wing_morphometrics_LM.x6, Wing_morphometrics_LM.y6, Wing_morphometrics_LM.x7,  
Wing_morphometrics_LM.y7, Wing_morphometrics_LM.x8, Wing_morphometrics_LM.y8,  
Wing_morphometrics_LM.x9, Wing_morphometrics_LM.y9, Wing_morphometrics_LM.x10,  
Wing_morphometrics_LM.y10, Wing_morphometrics_LM.x11, Wing_morphometrics_LM.y11,  
Wing_morphometrics_LM.x12, Wing_morphometrics_LM.y12, Wing_morphometrics_LM.x13,  
Wing_morphometrics_LM.y13, Wing_morphometrics_LM.x14, Wing_morphometrics_LM.y14,  
Wing_morphometrics_LM.x15, Wing_morphometrics_LM.y15, Wing_morphometrics_LM.x16,  
Wing_morphometrics_LM.y16, Wing_morphometrics_LM.x17, Wing_morphometrics_LM.y17,  
Wing_morphometrics_LM.x18, Wing_morphometrics_LM.y18 
30 FROM Wing_morphometrics_LM; 
31 " 
32 #sql for the known unknowns 
33    
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34   qry2 <- "SELECT Wing_morphometrics_LM_FM.ID1, Wing_morphometrics_LM_FM.ID,  
Wing_morphometrics_LM_FM.COMMENT, Wing_morphometrics_LM_FM.VAR,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x1, Wing_morphometrics_LM_FM.y1,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x2, Wing_morphometrics_LM_FM.y2,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x3, Wing_morphometrics_LM_FM.y3,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x4, Wing_morphometrics_LM_FM.y4,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x5, Wing_morphometrics_LM_FM.y5,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x6, Wing_morphometrics_LM_FM.y6,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x7, Wing_morphometrics_LM_FM.y7,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x8, Wing_morphometrics_LM_FM.y8,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x9, Wing_morphometrics_LM_FM.y9,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x10, Wing_morphometrics_LM_FM.y10,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x11, Wing_morphometrics_LM_FM.y11,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x12, Wing_morphometrics_LM_FM.y12,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x13, Wing_morphometrics_LM_FM.y13,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x14, Wing_morphometrics_LM_FM.y14,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x15, Wing_morphometrics_LM_FM.y15,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x16, Wing_morphometrics_LM_FM.y16,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x17, Wing_morphometrics_LM_FM.y17,  
Wing_morphometrics_LM_FM.x18, Wing_morphometrics_LM_FM.y18 
35   FROM Wing_morphometrics_LM_FM;" 
36    
37   ``` 
38    
39    






46    
47   ```{r get data, echo=FALSE} 
48    
49   con <- odbcConnect("MDnew") 
50    
51    
52 fromdb1 <- sqlQuery(con, qry1, stringsAsFactors = FALSE) 
53 fromdb1[, (5:40)] <- fromdb1[, (5:40)] * -1 # this is just to flip the data over so the wings are not upside down in 
the visualisation 
54 fromdb <- fromdb1 # this is just a fudge for those sections of the data which do not have  criteria to match and so 
don't use the fromdb1 source 
55 #how to collect the classifier data in a separate array - geomorph does not expect to see these in the landmark 
data 
56    
57 classifiers <- fromdb1[, 2:4] 
58 species <- classifiers[, 1] 
59 sex <- classifiers [, 2] 
60 whichwing <- classifiers[, 3] 
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61    
62    
63   #remove the classifiers from the raw data a create a landmark file 64    
65   coords <- as.matrix(fromdb1[, -(1:4)]) 
66    
67    
68   coords <- arrayspecs(coords, num_lms, 2) 
69    
70    
71    
72   ``` 
73    
74   ##Perform Generalised Procrustes Analysis with Partial Procrustes Superimposition 75    
76   ```{r adegenet get data and remove outliers from females, echo=FALSE} 
77    
78    
79   fromdb <- filter(fromdb1, COMMENT == whichsex ) 
80    
81    
82    
83   classifiers <- fromdb[, 2:4] 
84    
85 species <- classifiers[, 1] 
86 sex <- classifiers [, 2] 
87 whichwing <- classifiers[, 3] 
88    
89    
90   coords <- as.matrix(fromdb[, -(1:4)]) 
91    
92   coords <- arrayspecs(coords, num_lms, 2) #Convert landmark data to a two dimensional array 
93    
94   y <- gpagen(coords, PrinAxes = TRUE, print.progress = FALSE) #Conduct GPA 
95    
96 summary(y) 
97 ``` 
98    
99 ## Plot of the landmark data after GPA process. Black spots are the mean position for each landmark, grey 
points are individual landmarks 
100 ```{r, echo=FALSE} 
101    
102   plot(y) 
103    
104   ``` 
105    
106   #Plot of the Procrustes distance from the Mean. Red values indicate potential outliers to the data ( > upper quartile) 
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107    
108   ```{r, echo=FALSE} 
109    
110   plotOutliers(y$coords, groups = NULL) 
111    
112    
113   outliers <- plotOutliers(y$coords) 
114    
115   ``` 
116    
117   ###Largest outlier deformation 
118    
119 ```{r, echo=FALSE} 
120 plotRefToTarget(mshape(y$coords), y$coords[,, outliers[1]], method = "vector", label  
= T) 
121 ``` 
122    
123   ### 2nd Largest outlier deformation 
124    
125 ```{r, echo=FALSE} 
126 plotRefToTarget(mshape(y$coords), y$coords[,, outliers[2]], method = "vector", label  
= T) 
127 ``` 
128    
129   ### 3rd Largest outlier deformation 
130    
131 ```{r, echo=FALSE} 
132 plotRefToTarget(mshape(y$coords), y$coords[,, outliers[3]], method = "vector", label  
= T) 
133 ``` 
134    
135   ### 4th Largest outlier deformation 
136    
137 ```{r, echo=FALSE} 
138 plotRefToTarget(mshape(y$coords), y$coords[,, outliers[4]], method = "vector", label  
= T) 
139 ``` 
140    
141   ###Outliers can be removed 
142    
143   ```{r} 
144    
145   coords <- as.matrix(fromdb[-c(113, 46), -(1:4)]) 
146    
147   classifiers <- fromdb[-c(113, 46), 2:4] 
148    
149   ``` 
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150    
151   ```{r, echo=FALSE} 
152    
153    
154   #fromdb <- fromdb[-c(113, 46), ] 
155    
156    
157 species <- classifiers[, 1] 
158 sex <- classifiers [, 2] 
159 whichwing <- classifiers[, 3] 
160    
161   coords <- arrayspecs(coords, num_lms, 2) 
162    
163   y <- gpagen(coords, PrinAxes = TRUE, print.progress = FALSE) 164    
165   coords <- two.d.array(y$coords)  
166    
167   ``` 
168    
169   #Test the assumption that the landmark data for Culex pipiens and Culex torrentium are actually different 
170    
171   ```{r quantify between types, echo=FALSE} 
172    
173   set.seed(123)  # set the starting conditions for randomisation 174    
175   morphol.disparity(y$coords ~ 1, groups = ~ species, iter = 9999, print.progress =  
FALSE) # estimate morphological disparity and perform pairwise comparison among groups 
176    
177    
178    
179   ``` 
180    
181    
182   ```{r visualisation, echo=FALSE} 
183    
184 species <- as.factor(species) 
185 col.gp <- rainbow(length(levels(species))) 
186 names(col.gp) <- levels(species) 
187 col.gp <- col.gp[match(species, names(col.gp))] 
188 ``` 
189    
190   ##Visualistion of the separation of these species on the first 2 Principal Components 
191    
192   ```{r, echo=FALSE} 
193    
194   PCA <- plotTangentSpace(y$coords, groups = col.gp, legend = TRUE) 
195    
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196   ``` 
197    
198   ##The weighting the principal components 
199    
200   Although there are some components that are more influential it is obvious that there are number of potentially 
influential components. 
201    
202   ```{r, echo=FALSE} 
203    
204 pvar <- (PCA$sdev^2) / (sum(PCA$sdev^2)) 
205 names(pvar) <- seq(1:length(pvar)) 
206 barplot(pvar, xlab = "Principal Components", ylab = "% Variance", main = "Principal components weighting") 
207    
208   ``` 
209    
210   ```{r plot an individual reference to a target specimen, echo=FALSE} 211    
212   ref <- mshape(y$coords) # this gets the mean shape data for all the coordinates 213   ``` 
214   ###Reference plot of a Culex pipiens s.s. wing compared to the group mean for both species 
215    
216   ```{r, echo=FALSE} 
217    
218   plotRefToTarget(ref, y$coords[,, 1], mag = 1, method = "TPS")   # this is useful for examining the difference in the 
shape of an individual - mag = 3 makes the magnitude of the difference 3 times greater for ease of inference. 
219    
220 ``` 
221 ###Reference plot of a Culex torrentium wing compared to the group mean for both species 
222    
223   ```{r, echo=FALSE} 
224    
225   plotRefToTarget(ref, y$coords[,, 195], mag = 1, method = "TPS")   # this is useful for examining the difference in the 
shape of an individual - mag = 3 makes the magnitude of the difference 3 times greater for ease of inference. 
226    
227   ``` 
228    
229   ##Selection and optimisation of PCs for species discrimination 230    
231   Having demonstrated that there is a significant difference between these species, the optimisation of the method needs 
to take place. Using too many PCs can create a  
model which can fit the training data very well, but may be unstable, using too few  
PCs can result in the discarding of major discriminatory power. 
232    
233   First, an iterative process using Cross Validation of DAPC will be used to find the number of PCs which best match 
the training data set. 
234    
235   Second, an approach using alpha score optimisation will be used to measure the ratio of successful group assignment 
to the training data and values obtained through random discrimination. It is the proportion of successful 
reassignment corrected for the number of retained PCs. Multiple DAPC analyses are carried out using random 
group; alpha scores are calculated for each group as are average alpha scores. (Jombart & Collins: A tutorial for 
Discriminant Analysis of Principal Components  
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(DAPC) using *adegenet* 2.0.2 (2016)) 
236    
237   Third, a number of PCs are simply chosen following the inspection of the loadings data and the PC scree graph. 
238    
239   ```{r adegenet DAPC females, echo=FALSE} 
240    
241   set.seed(123) 
242    
243 system.time( xvalfemales <- xvalDapc(coords, species, n.pca.max = 100, n.da = NULL, 
244 training.set = 0.9, result = "overall", 
245 center = FALSE, scale = FALSE, 
246 n.pca = 2:30, n.rep = 1000, xval.plot = TRUE, parallel = "snow", ncpus  
= 4)) 
247    
248   ``` 
249    
250   ## Result of the longform results from the Cross Validation DAPC 251    
252   ```{r, echo=FALSE} 
253    
254   xvalfemales[-1] 
255    
256   ``` 
257    
258   ## Box and whisker plot of the confidence of correct assignment by number of PCs 
259    
260 ```{r, echo=FALSE} 
261 boxplot(xvalfemales$`Cross-Validation Results`$success ~ xvalfemales$`Cross-Validation Results`$n.pca, xlab 
= " Number of PCA components", main = "Confidence in correct species assignment to PCA number", ylab = 
"Probability  
of correct assignment") 
262 ``` 
263    
264   ## Plot of the confidence of individuals to species, with DAPC calculated on the number of PC from xval DAPC method 
265    
266   ```{r, echo=FALSE} 
267    
268   dapc1 <- dapc(coords, grp = species, n.pca = as.numeric(xvalfemales$`Number of PCs Achieving Highest Mean 
Success`), n.da = 1) 
269    
270   compoplot(dapc1, lab = "", xlab = "Individuals") 
271    
272   ``` 
273    
274   ## Scatter plot of the single discriminant function between species, showing the separation of these species. 
275    
276   ```{r, echo=FALSE} 
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277    
278 scatter.dapc(dapc1, legend = TRUE, posi.leg = "topright", scree.pca = TRUE,  
279 posi.pca = "topleft", cleg = 0.75, xax = 1, yax = 2, ratio.pca = 0.2) 
280 ``` 
281    
282   ## Assignment heatmap of the species identification. Blue crosses indicate actual identification. White = 0 % 
confidence, Red = 100 %. 
283    
284   ```{r, echo= FALSE} 
285    
286   assignplot(dapc1) 
287    
288   ``` 
289    
290   ## Loading plot of the individual input variables (the transformed (by GPA) x and y coordinates which make a 
landmark), allowing the identification of the actual variables which are most important in the discrimination of 
species. 
291    
292   ```{r, echo= FALSE} 
293    
294   loadingplot(dapc1$var.contr, main = "Loading plot of the influence of named variables") 
295    
296    
297   ``` 
298    
299   ## Detailed visualisation of the individuals that are not assigned to the correct species with >90 % confidence 
300    
301   ```{r lets look at those that donot fit a group well female wings, echo=FALSE} 
302    
303 temp <- 0 
304 temp <- which(apply(dapc1$posterior, 1, function(e) all(e < 0.9))) 
305 #Specimens which are not at least 90% for correct group: 
306 temp <- rbind(temp, 0) 
307    
308 suppressWarnings( 
309 if (temp >= 1) { 
310 compoplot(dapc1, subset = temp, posi = "bottomright", txt.leg = c("Cx. pipiens",  
"Cx.torrentium"), ncol = 2)  
311 } else { 
312 print("All specimens at least 90% correct for group") 
313 }) 
314    
315   rm(temp) 
316    
317   ``` 
318    
319   The method above gives a very high percentage of fit for the training data, with an almost perfect fit. - This does not 
necessarily mean that it will be the best  
predictive model as it might be unstable 
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320    
321   # Import known unknowns, using SQL (qry2) to test the model's predictive power 322    
323   ```{r collect the data for unknowns, echo=FALSE} 
324    
325    
326   fromdb2 <- sqlQuery(con, qry2, stringsAsFactors = FALSE) 
327    
328   fromdb2 <- filter(fromdb2, COMMENT == whichsex ) 
329    
330 fromdb2[, (5:40)] <- fromdb2[, (5:40)] * -1 # this is just to flip the data over so the wings are not upside down in 
the visualisation 
331 unknown <- fromdb2 # this is just a fudge for those sections of the data which do not have  criteria to match and 
so don't use the fromdb1 source 
332 #how to collect the classifier data in a separate array - geomorph does not expect to see these in the landmark 
data 
333    
334 uclassifiers <- fromdb2[, 2:4] 
335 uspecies <- uclassifiers[, 1] 
336 usex <- uclassifiers [, 2] 
337 uwhichwing <- uclassifiers[, 3] 
338    
339    
340   #remove the classifiers from the raw data a create a landmark file 341    
342   ucoords <- as.matrix(fromdb2[, -(1:4)]) 343    
344   ucoords <- arrayspecs(ucoords, num_lms, 2) 345    
346   y <- gpagen(ucoords, PrinAxes = TRUE, print.progress = FALSE) 347    
348   ucoords <- two.d.array(y$coords) 
349    
350   ``` 
351    
352   ## Scatter plot of the single discriminant function between species, showing the separation of these species, overlaid with 
the new known unknown individuals (circles) 
353    
354   ```{r predict species, echo=FALSE} 
355    
356   specify <- predict(dapc1, ucoords) 
357    
358 scatter(dapc1, scree.da = TRUE) 
359 points(specify$ind.scores, rep(0.1, 77))   # the last number here needs to match the number of "unknowns being 
plotted" 
360 ``` 
361    
362   ## Assignment heatmap of the "known unknowns" species identification. White = 0 % confidence, Red = 100 %. 
363    
364 ```{r, echo= FALSE} 
365 assignplot(dapc1, new.pred = specify, only.grp = "unknown" ) 
366 title("78 known unknowns - first 41 pipiens, 2nd 37 torrentium") 
367 ``` 
368    
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369   ## Plot of the confidence of individual "known unknowns" identification to species, with DAPC calculated on the 
number of PC from xval DAPC method 
370    
371 ```{r, echo= FALSE} 
372 compoplot(dapc1, new.pred = specify, ncol = 2, only.grp = "unknown") 
373 title("78 known unknowns - first 41 pipiens, 2nd 37 torrentium") 
374    
375   ``` 
376    
377    
378   ```{r, round the identification confidence and begin data tidy up, echo=FALSE} 379    
380   assigned_ids <- specify$posterior 
381    
382    
383   assignedround <- round(assigned_ids, digits = 2) 
384    
385   colnames(assignedround)[colnames(assignedround) == "Cx. pipiens"] <- "Identification" 386    
387   # round the data and make into english 
388    
389 assignedround <- assignedround[, -2] 
390 assignedround[assignedround > .50] <- "Culex pipiens" 
391 assignedround[assignedround == .50] <- "No Choice" 
392 assignedround[assignedround < .50] <- "Culex torrentium" 
393    
394    
395    
396   ``` 
397    
398    
399   ## Table of the Predicted species and the actual species for each known unknown individual 
400    
401   ```{r, compile the correct id list compare and report, echo=FALSE} 402    
403   #correct id list from the database prior identification 
404    
405    
406   uspecies <- gsub(pattern = "\\d : UnkPipiens$", replacement = "Culex pipiens", uspecies, ignore.case = F) 
407    
408 uspecies <- gsub(pattern = "\\d : UnkTorrentium$", replacement = "Culex torrentium", uspecies, ignore.case = F) 
409 uspecies <- gsub(pattern = "\\d", replacement = "", uspecies, ignore.case = F) 
410    
411    
412   #join the 2 objects 
413    
414   compare <- cbind(assignedround, uspecies) 
415    
416    
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417   colnames(compare) <- c("Predicted id", "Actual id") 
418    
419   #compare the data sets and declare whether they are correct or not 420    
421 compare <- as.data.frame(compare) 
422 compare[, "Correct_id"] <- NA 
423    
424 #fix for factor levels not matching 
425 compare[, 2] <- factor(compare[, 2], levels = levels(compare[, 1])) 426    
427 for (i in seq(along = compare[, 1])){ 
428 ifelse(compare[i, 1] == compare[i, 2], Correct <- TRUE, Correct <- FALSE )  
429 Correct <- as.vector(Correct) 
430 compare[i, 3] <- Correct 
431 } 
432    
433   compare 
434    
435    
436   ``` 
437    
438   ## Correct identifications of "known unknowns" 
439    
440   ```{r, echo= FALSE} 
441    
442   correct_id <- plyr::count(compare$Correct_id) 
443    
444 correct_id 
445 ``` 
446    
447   ## percentage correct identifcation precentage rate 
448    
449 ```{r, echo=FALSE} 
450 accuracy_percent <- round(correct_id[2, 2] / (correct_id[1, 2] + correct_id[2, 2] )  
* 100, digits = 2) 
451    
452   accuracy_percent 
453    
454   output <- as.data.frame(cbind(description, accuracy_percent)) 
455    
456   ``` 
457    
458   ## This section saves the results to an Access database to allow the investigation of the method's precision 
459    
460   ```{r send results to Access, echo= FALSE} 
461    
462 #Send it to access 
463 # save to a new table called Wingmorph_data, if the table already exists then add it to the end of the table that 
already exists. 
464 sqlSave(con, output, tablename = "Wingmorph_data", rownames = FALSE, append = TRUE, safer = TRUE, 
fast = FALSE) 
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465    
466   ``` 
467    
468   ##using the alpha score to decide which PCs to keep 
469    
470   Optimise the number of PCs based on the alpha score using optim.a.score function. Here the calculated dapc1 object is 
used as it has already been calculated using the recommended number of PCs from the cross-validation method. 
Remember, the cross validation makes the best model for predicting the training data and so tends to  
retain lots of PCs 
471    
472   ```{r, alpha score section} 
473    
474   dapc1 <- dapc(coords, grp = species, n.pca = 30, n.da = 1) 
475    
476   # run optimisation 
477    
478   ascoreresult <- optim.a.score(dapc1, n.pca = 1:30) # optim.a.score is still in development, and so might not be great - 
however, it is being used to indicate  starting point which would subsequently be tested empirically. 
479    
480   # redo dapc this time using the number of pcs calculated using optim.a.score 481    
482   dapc1 <- dapc(coords, grp = species, n.pca = as.numeric(ascoreresult$best), n.da = 1) 
483    
484   ``` 
485    
486   ## Plot of the confidence of individual identification to species, with DAPC calculated on the number of PC from Alpha 
score optimisation method 
487    
488 ```{r, echo=FALSE} 
489 #visualise these results on the fit of the training data 
490    
491   compoplot(dapc1, lab = "", xlab = "Individuals") 
492    
493   ``` 
494    
495   ## Scatter plot of the single discriminant function between species, showing the separation of these species. 
496    
497   ```{r, echo=FALSE} 
498    
499 scatter.dapc(dapc1, legend = TRUE, posi.leg = "topright", scree.pca = TRUE,  
500 posi.pca = "topleft", cleg = 0.75, xax = 1, yax = 2, ratio.pca = 0.2) 
501    
502   ``` 
503    
504   ## Assignment heatmap of the species identification. Blue crosses indicate actual identification. White = 0 % 
confidence, Red = 100 %. 
505    
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506   ```{r, echo=FALSE} 
507    
508   assignplot(dapc1) 
509    
510   ``` 
511    
512    
513    
514   ```{r, echo= FALSE} 
515    
516   loadingplot(dapc1$var.contr, main = "Loading plot of the influence of named variables") 
517    
518   ``` 
519    
520   ## Detailed visualisation of the individuals that are not assigned to the correct species with >90 % confidence 
521    
522 ```{r lets look at those that donot fit a group well female wings alpha score section, echo=FALSE} 
523 temp <- 0 
524 temp <- which(apply(dapc1$posterior,1, function(e) all(e < 0.9))) 
525 #Specimens which are not at least 90% for correct group: 
526 temp <- rbind(temp, 0) 
527    
528 suppressWarnings( 
529 if (temp >= 1) { 
530 compoplot(dapc1, subset = temp, posi = "bottomright", txt.leg = c("Cx. pipiens",  
"Cx.torrentium"), ncol = 2)  
531 } else { 
532 print("All specimens at least 90% correct for group") 
533 }) 
534    
535   rm(temp) 
536    
537   ``` 
538    
539   As can be seen, this model fits the data less well than the higher PC model, but still describes the data quite well. How 
does it perform on the known unknowns as a predictor? 
540    
541    
542   ```{r predict species alpha score section, echo=FALSE} 
543    
544   specify <- predict(dapc1, ucoords) 
545    
546   ``` 
547    
548   ## Scatter plot of the single discriminant function between species, showing the separation of these species, overlaid 




549    
550 ```{r, echo= FALSE} 
551 scatter(dapc1, scree.da = TRUE) 
552 points(specify$ind.scores, rep(0.1, 77))   # the last number here needs to match the number of "unknowns being 
plotted" 
553 ``` 
554    
555   ## Assignment heatmap of the "known unknowns" species identification. White = 0 % confidence, Red = 100 %. 
556    
557   ```{r, echo= FALSE} 
558    
559 assignplot(dapc1, new.pred = specify, only.grp = "unknown" ) 
560 title("78 known unknowns - first 41 pipiens, 2nd 37 torrentium") 
561    
562   ``` 
563    
564   ## Plot of the confidence of individual "known unknowns" identification to species, with DAPC calculated on the 
number of PC from alpha score DAPC method 
565    
566 ```{r, echo= FALSE} 
567 compoplot(dapc1, new.pred = specify, ncol = 2, only.grp = "unknown") 
568 title("78 known unknowns - first 41 pipiens, 2nd 37 torrentium") 
569    
570   ``` 
571    
572    
573   ```{r, round the identification confidence and begin data tidy up alpha score section, echo=FALSE} 
574    
575   assigned_ids <- specify$posterior 
576    
577    
578   assignedround <- round(assigned_ids, digits = 2) 
579    
580   colnames(assignedround)[colnames(assignedround) == "Cx. pipiens"] <- "Identification" 581    
582   # round the data and make into english 
583    
584   assignedround <- assignedround[, -2]   
585    
586   assignedround[assignedround > .50] <- "Culex pipiens" 587    
588   assignedround[assignedround < .50] <- "Culex torrentium" 
589    
590    
591    
592   ``` 
593    
594   ## Table of the Predicted species and the actual species for each known unknown individual 
595    
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596    
597   ```{r, compile the correct id list compare and report alpha score section, echo=FALSE} 598    
599   #correct id list from the database prior identification 
600    
601    
602   uspecies <- gsub(pattern = "\\d : UnkPipiens$", replacement = "Culex pipiens", uspecies, ignore.case = F) 
603    
604 uspecies <- gsub(pattern = "\\d : UnkTorrentium$", replacement = "Culex torrentium", uspecies, ignore.case = F) 
605 uspecies <- gsub(pattern = "\\d", replacement = "", uspecies, ignore.case = F) 
606    
607    
608    
609   #join the 2 objects 
610    
611   compare <- cbind(assignedround, uspecies) 
612    
613    
614   colnames(compare) <- c("Predicted id", "Actual id") 
615    
616   #compare the data sets and declare whether they are correct or not 617    
618 compare <- as.data.frame(compare) 
619 compare[, "Correct_id"] <- NA 
620    
621    
622 #fix for factor levels not matching 
623 compare[, 2] <- factor(compare[, 2], levels = levels(compare[, 1]))  
624    
625    
626 for (i in seq(along = compare[, 1])){ 
627 ifelse(compare[i, 1] == compare[i, 2], Correct <- TRUE, Correct <- FALSE )  
628 Correct <- as.vector(Correct) 
629 compare[i, 3] <- Correct 
630 } 
631    
632 compare 
633 ``` 
634    
635   ## Correct identifications of "known unknowns" 
636    
637 ```{r, echo= FALSE} 
638 correct_id <- plyr::count(compare$Correct_id) 
639    
640 correct_id 
641 ``` 
642    
643   ## percentage correct identification precentage rate 
644    
645   ```{r, echo= FALSE} 
646    
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647   accuracy_percent <- round(correct_id[2, 2] / (correct_id[1, 2] + correct_id[2, 2] )  
* 100, digits = 2) 
648    
649   accuracy_percent 
650    
651    
652   output <- as.data.frame(cbind(description, accuracy_percent)) 
653    
654    
655    
656   ``` 
657    
658    
659 ```{r send results to Access alpha score section} 
660 ## This section saves the results to an Access database to allow the investigation of the method's precision 
661    
662 #Send it to access 
663 # save to a new table called Wingmorph_data, if the table already exists then add it to the end of the table that 
already exists. 
664 sqlSave(con, output, tablename = "Wingmorph_data_alpha_optimised", rownames = FALSE, append = 
TRUE, safer = TRUE, fast = FALSE) 
665    
666    
667   ``` 
668    
669   ## using a user defined number of PCs (n = 9) 
670    
671   ## Plot of the confidence of individual identification to species, with DAPC calculated on the number of 9 PCs 
672    
673   ```{r, 9 PCs section} 
674    
675   dapc1 <- dapc(coords, grp = species, n.pca = 9, n.da = 1) 676    
677   #visualise these results on the fit of the training data 
678    
679   compoplot(dapc1, lab = "", xlab = "Individuals") 
680    
681   ``` 
682    
683   ## Scatter plot of the single discriminant function between species, showing the separation of these species. 
684    
685   ```{r, echo= FALSE} 
686    
687 scatter.dapc(dapc1, legend = TRUE, posi.leg = "topright", scree.pca = TRUE,  
688 posi.pca = "topleft", cleg = 0.75, xax = 1, yax = 2, ratio.pca = 0.2) 
689 ``` 
690    
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691   ## Assignment heatmap of the species identification. Blue crosses indicate actual identification. White = 0 % 
confidence, Red = 100 %. 
692    
693   ```{r, echo=FALSE} 
694    
695   assignplot(dapc1) 
696    
697   ``` 
698    
699    
700    
701   ```{r, echo= FALSE} 
702    
703   loadingplot(dapc1$var.contr, main = "Loading plot of the influence of named variables") 
704    
705   ``` 
706    
707   ## Detailed visualisation of the individuals that are not assigned to the correct species with >90 % confidence 
708    
709 ```{r lets look at those that donot fit a group well female wings 9 PCs section, echo=FALSE} 
710 temp <- 0 
711 temp <- which(apply(dapc1$posterior, 1, function(e) all(e < 0.9))) 
712 #Specimens which are not at least 90% for correct group: 
713 temp <- rbind(temp, 0) 
714    
715 suppressWarnings( 
716 if (temp >= 1) { 
717 compoplot(dapc1, subset = temp, posi = "bottomright", txt.leg = c("Cx. pipiens",  
"Cx.torrentium"), ncol = 2)  
718 } else { 
719 print("All specimens at least 90% correct for group") 
720 }) 
721    
722   rm(temp) 
723    
724   ``` 
725    
726   As can be seen, this model fits the data less well than the higher PC model, but still describes the data quite well, and 
is better than the very small number of pcs identified using aplha score. How does it perform on the known 
unknowns as a predictor? 
727    
728    
729    
730   ```{r predict species 9 PCs section, echo=FALSE} 
731    
732 specify <- predict(dapc1, ucoords) 
733 ``` 
734    
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735   ## Scatter plot of the single discriminant function between species, showing the separation of these species, overlaid 
with the new "known unknown" individuals  
(circles) 
736    
737 ```{r, echo= FALSE} 
738 scatter(dapc1, scree.da = TRUE) 
739 points(specify$ind.scores, rep(0.1, 77))   # the last number here needs to match the number of "unknowns being 
plotted" 
740 ``` 
741    
742   ## Assignment heatmap of the "known unknowns" species identification. White = 0 % confidence, Red = 100 %. 
743    
744 ```{r, echo= FALSE} 
745 assignplot(dapc1, new.pred = specify, only.grp = "unknown" ) 
746 title("38 known unknowns - first 20 pipiens, 2nd 18 torrentium") 
747 ``` 
748    
749   ## Plot of the confidence of individual "known unknowns" identification to species, with DAPC calculated on the 
number of 9 PCs 
750    
751 ```{r, echo= FALSE} 
752 compoplot(dapc1, new.pred = specify, ncol = 2, only.grp = "unknown") 
753 title("38 known unknowns - first 20 pipiens, 2nd 18 torrentium") 
754    
755   ``` 
756    
757    
758   ```{r, round the identification confidence and begin data tidy up 9 PCs section, echo=FALSE} 
759    
760   assigned_ids <- specify$posterior 
761    
762    
763   assignedround <- round(assigned_ids, digits = 2) 
764    
765   colnames(assignedround)[colnames(assignedround) == "Cx. pipiens"] <- "Identification" 766    
767   # round the data and make into english 
768    
769   assignedround <- assignedround[, -2] 
770    
771   assignedround[assignedround > .50] <- "Culex pipiens" 772    
773   assignedround[assignedround < .50] <- "Culex torrentium" 
774    
775    
776    
777   ``` 
778    
779 ## Correct identifications of "known unknowns" 
780 ## Table of the Predicted species and the actual species for each known unknown individual 
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781    
782   ```{r, compile the correct id list compare and report 9 PCs section, echo=FALSE} 783    
784   #correct id list from the database prior identification 
785    
786    
787   uspecies <- gsub(pattern = "\\d : UnkPipiens$", replacement = "Culex pipiens", uspecies, ignore.case = F) 
788    
789 uspecies <- gsub(pattern = "\\d : UnkTorrentium$", replacement = "Culex torrentium", uspecies, ignore.case = F) 
790 uspecies <- gsub(pattern = "\\d", replacement = "", uspecies, ignore.case = F) 
791    
792    
793    
794   #join the 2 objects 
795    
796   compare <- cbind(assignedround, uspecies) 
797    
798    
799   colnames(compare) <- c("Predicted id", "Actual id") 
800    
801   #compare the data sets and declare whether they are correct or not 802    
803 compare <- as.data.frame(compare) 
804 compare[, "Correct_id"] <- NA 
805    
806    
807 #fix for factor levels not matching 
808 compare[, 2] <- factor(compare[, 2], levels = levels(compare[, 1])) 809    
810 for (i in seq(along = compare[, 1])){ 
811 ifelse(compare[i, 1] == compare[i, 2], Correct <- TRUE, Correct <- FALSE ) 
812 Correct <- as.vector(Correct) 
813 compare[i, 3] <- Correct 
814 } 
815    
816 compare 
817 ``` 
818    
819   ## Correct identifications of "known unknowns" 
820    
821 ```{r, echo= FALSE} 
822 correct_id <- plyr::count(compare$Correct_id) 
823    
824   correct_id 
825    
826   ``` 
827    
828   ## percentage correct identification precentage rate 
829    
830   ```{r, echo= FALSE} 
831    
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832   accuracy_percent <- round(correct_id[2, 2] / (correct_id[1, 2] + correct_id[2, 2] )  
* 100, digits = 2) 
833    
834   accuracy_percent 
835    
836    
837   output <- as.data.frame(cbind(description, accuracy_percent)) 
838    
839    
840    
841   ``` 
842    
843 ```{r send results to Access 9 PCs section} 
844 ## This section saves the results to an Access database to allow the investigation of the method's precision 
845    
846 #Send it to access 
847 # save to a new table called Wingmorph_data, if the table already exists then add it to the end of the table that 
already exists. 
848 sqlSave(con, output, tablename = "Wingmorph_data_9_pcs", rownames = FALSE, append  




































































































































































































































































































































































































































































































































qry1  =  "SELECT  GC_target_compounds.Compound_name,  GC_target_compounds.CAS_registry_number, 
GC_target_compounds.Average_RI_for_DB5_column FROM GC_target_compounds;" 
qry2  =  "SELECT  MS_outputs_150.fileName,  MS_outputs_150.PeakNumber,  MS_outputs_150.RT,  MS_outputs_150.Scan, 







qry3  =  "SELECT  Hedera_helix_gcms_IS.fileName,  Hedera_helix_gcms_IS.PeakNumber,  Hedera_helix_gcms_IS.RT, 
Hedera_helix_gcms_IS.Scan,  Hedera_helix_gcms_IS.Height,Hedera_helix_gcms_IS.Area,  Hedera_helix_gcms_IS.AreaPercent, 
Hedera_helix_gcms_IS.NormPercent,  Hedera_helix_gcms_IS.Lib_1,  Hedera_helix_gcms_IS.Match_1,  Hedera_helix_gcms_IS.RMatch_1, 
Hedera_helix_gcms_IS.Name_1,  Hedera_helix_gcms_IS.CAS_No_1,  Hedera_helix_gcms_IS.Lib_2,  Hedera_helix_gcms_IS.Match_2, 
Hedera_helix_gcms_IS.RMatch_2,  Hedera_helix_gcms_IS.Name_2,  Hedera_helix_gcms_IS.CAS_No_2,  Hedera_helix_gcms_IS.Lib_3, 
Hedera_helix_gcms_IS.Match_3,  Hedera_helix_gcms_IS.RMatch_3,  Hedera_helix_gcms_IS.Name_3,  Hedera_helix_gcms_IS.CAS_No_3, 
Hedera_helix_gcms_IS.Lib_4,  Hedera_helix_gcms_IS.Match_4,  Hedera_helix_gcms_IS.RMatch_4,  Hedera_helix_gcms_IS.Name_4, 



































































































































































































































































































































distinct_compounds$flower_species  <‐  c("‐ve  control  Hexane  blank",  "‐ve  control  Tube  blank",  "‐ve  control  No  Variable",  "Heracleum 
sphondylium", "Angelica sylvestris", "Hedera helix", "Anthriscus sylvestris", "Conopodium majus", "Daucus carota") 
distinct_compounds$distinct_compounds  <‐  c(nrow(distinct(hexane_blank,  Found_target_compound)),nrow(distinct(tube_blank, 
Found_target_compound)),nrow(distinct(n_var_cap,  Found_target_compound)),nrow(distinct(h_sphon_cap,  Found_target_compound)),  











































Found_target_compound)),nrow(distinct(h_sphon_cap900,  Found_target_compound)),    nrow(distinct(Angelica_sylvestris_cap900, 
Found_target_compound)),    nrow(distinct(h_helix_cap900,  Found_target_compound)),    nrow(distinct(Anthriscus_sylvestris_cap900, 















































































p  +  geom_bar(position="dodge",  stat="identity")  +  scale_y_continuous(breaks  = 













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































kable(Angelica_sylvestris_12_cap, digits = c(0,0,3,0,1,5,10,10),caption = "Target compounds'  response  factor and derived ppm,  found  in 
Angelica sylvestris sample 12 Capture results") 
kable(Angelica_sylvestris_13_cap, digits = c(0,0,3,0,1,5,10,10),caption = "Target compounds'  response  factor and derived ppm,  found  in 
Angelica sylvestris sample 13 Capture results") 
kable(Angelica_sylvestris_14_cap, digits = c(0,0,3,0,1,5,10,10),caption = "Target compounds'  response  factor and derived ppm,  found  in 
Angelica sylvestris sample 14 Capture results") 






















































































































Angelica_sylvestris_ppms  <‐  rbind(Angelica_sylvestris_11_cap,  Angelica_sylvestris_12_cap,  Angelica_sylvestris_13_cap, 
Angelica_sylvestris_14_cap, Angelica_sylvestris_15_cap) 
Anthriscus_sylvestris_ppms  <‐  rbind(Anthriscus_sylvestris_1_cap,  Anthriscus_sylvestris_2_cap,  Anthriscus_sylvestris_3_cap, 
Anthriscus_sylvestris_4_cap, Anthriscus_sylvestris_5_cap) 
 
#run both functions over the data saving to objects 
d_carota_coll_ppms <‐ sampspeciesppm(d_carota_ppms ) 
d_carota_median_ppms <‐ sampspeciesmedianppm(d_carota_ppms ) 
c_majus_coll_ppms <‐ sampspeciesppm(c_majus_ppms ) 
c_majus_median_ppms <‐ sampspeciesmedianppm(c_majus_ppms ) 
h_helix_coll_ppms <‐ sampspeciesppm(h_helix_ppms ) 
h_helix_median_ppms <‐ sampspeciesmedianppm(h_helix_ppms ) 
h_sphon_coll_ppms <‐ sampspeciesppm(h_sphon_ppms ) 
h_sphon_median_ppms <‐ sampspeciesmedianppm(h_sphon_ppms ) 
Angelica_sylvestris_coll_ppms <‐ sampspeciesppm(Angelica_sylvestris_ppms ) 
Angelica_sylvestris_median_ppms <‐ sampspeciesmedianppm(Angelica_sylvestris_ppms ) 
Anthriscus_sylvestris_coll_ppms <‐ sampspeciesppm(Anthriscus_sylvestris_ppms ) 
Anthriscus_sylvestris_median_ppms <‐ sampspeciesmedianppm(Anthriscus_sylvestris_ppms ) 
 
#remove the redundant internal standard from the graphs, leaving behind only those compounds found in the headspace 
d_carota_coll_ppms <‐ d_carota_coll_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
d_carota_median_ppms <‐ d_carota_median_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
c_majus_coll_ppms <‐ c_majus_coll_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
c_majus_median_ppms <‐ c_majus_median_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
h_helix_coll_ppms <‐ h_helix_coll_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
h_helix_median_ppms <‐ h_helix_median_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
h_sphon_coll_ppms <‐ h_sphon_coll_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
h_sphon_median_ppms <‐ h_sphon_median_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
Angelica_sylvestris_coll_ppms <‐ Angelica_sylvestris_coll_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
Angelica_sylvestris_coll_ppms <‐ Angelica_sylvestris_coll_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
Anthriscus_sylvestris_coll_ppms <‐ Anthriscus_sylvestris_coll_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
Anthriscus_sylvestris_median_ppms <‐ Anthriscus_sylvestris_median_ppms %>% 
  filter(Found_target_compound != "1‐Bromodecane") 
#plot boxplot of the data for collated function 
ggplot(d_carota_coll_ppms, aes(Found_target_compound, ppm_in_sample)) + 
  geom_boxplot() + xlab("Target Compound") + ylab("ppm per sample") +  
  ggtitle("Parts per million for target compounds \n Daucus carota sample tubes where Match >= 800 ") +  
  theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) 
 
ggplot(c_majus_coll_ppms, aes(Found_target_compound, ppm_in_sample)) + 
  geom_boxplot() + xlab("Target Compound") + ylab("ppm per sample") +  
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  ggtitle("Parts per million for target compounds \n C. majus sample tubes where Match >= 800 ") +  
  theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) 
 
ggplot(h_helix_coll_ppms, aes(Found_target_compound, ppm_in_sample)) + 
  geom_boxplot() + xlab("Target Compound") + ylab("ppm per sample") +  
  ggtitle("Parts per million for target compounds \n H. helix sample tubes where Match >= 800 ") +  
  theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) 
 
ggplot(h_sphon_coll_ppms, aes(Found_target_compound, ppm_in_sample)) + 
  geom_boxplot() + xlab("Target Compound") + ylab("ppm per sample") +  
  ggtitle("Parts per million for target compounds \n H. sphondylium sample tubes where Match >= 800 ") +  
  theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) 
 
ggplot(Angelica_sylvestris_coll_ppms, aes(Found_target_compound, ppm_in_sample)) + 
  geom_boxplot() + xlab("Target Compound") + ylab("ppm per sample") +  
  ggtitle("Parts per million for target compounds \n Ang. sylvestris sample tubes where Match >= 800 ") +  
  theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) 
 
ggplot(Anthriscus_sylvestris_coll_ppms, aes(Found_target_compound, ppm_in_sample)) + 
  geom_boxplot() + xlab("Target Compound") + ylab("ppm per sample") +  
  ggtitle("Parts per million for target compounds \n Ant. sylvestris sample tubes where Match >= 800 ") +  
  theme(axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) 
 
#then need to collate the x_x_cap objects for each species to a collated object ‐ need the mulitplot function too 
``` 
```{r, fig.width=10, fig.height=6} 
p1y <‐ ggplot(h_sphon_median_ppms, aes( y=avg, x=Found_target_compound))  + ylim(0, 12) +  
 geom_point( stat="identity") + xlab("Target Compound") + ylab("Median ppm per sample") + # Set axis labels 
  ggtitle("H. sphondylium") +  
  theme(text = element_text(size=8),axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) + 
  theme(axis.text.x=element_blank(), plot.title = element_text(face = "italic"))  
 
p2y <‐ ggplot(h_helix_median_ppms, aes( y=avg, x=Found_target_compound))  + ylim(0, 12) + 
 geom_point(stat="identity") + xlab("Target Compound") + ylab("Median ppm per sample") + # Set axis labels 
  ggtitle("H. helix") + # Set title 
  theme(text = element_text(size=8),axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) + 
  theme(axis.text.x=element_blank(), plot.title = element_text(face = "italic"))   
 
p3y <‐ ggplot(Angelica_sylvestris_median_ppms, aes( y=avg, x=Found_target_compound))  + ylim(0, 12) + 
 geom_point( stat="identity") + xlab("Target Compound") + ylab("Median ppm per sample") + # Set axis labels 
  ggtitle("Ang. sylvestris") + # Set title 
  theme(text = element_text(size=8),axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) + 
  theme(axis.text.x=element_blank(), plot.title = element_text(face = "italic")) 
 
p4y <‐ ggplot(Anthriscus_sylvestris_median_ppms, aes( y=avg, x=Found_target_compound))  +  ylim(0, 12) + 
 geom_point( stat="identity") + xlab("Target Compound") + ylab("Median ppm per sample") + # Set axis labels 
  ggtitle("Ant. sylvestris") + # Set title 
  theme(text = element_text(size=8),axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) + 
  theme(axis.text.x=element_blank(), plot.title = element_text(face = "italic"))   
 
p5y <‐ ggplot(c_majus_median_ppms, aes( y=avg, x=Found_target_compound))  + ylim(0, 12) + 
 geom_point(stat="identity") + xlab("Target Compound") + ylab("Median ppm per sample") + # Set axis labels 
  ggtitle("C. majus") + # Set title 
  theme(text = element_text(size=8),axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) + 
  theme(axis.text.x=element_blank(), plot.title = element_text(face = "italic"))    
 
p6y <‐ ggplot(d_carota_median_ppms, aes( y=avg, x=Found_target_compound))  + ylim(0, 12) + 
 geom_point( stat="identity") + xlab("Target Compound") + ylab("Median ppm per sample") + # Set axis labels 
  ggtitle("D. carota") + # Set title 
  theme(text = element_text(size=8),axis.text.x = element_text(angle = 90, hjust = 1)) + 
  theme(axis.text.x=element_blank(), plot.title = element_text(face = "italic"))  
 
multiplot(p1y, p2y, p3y, p4y, p5y, p6y,  cols=6) 
``` 
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